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Kurzfassung 

Ein wesentlicher Aspekt des hamatopoetischen Syndroms der akuten StrahlenkranMieit sind 

Infektionen. Die pathophysiologischen Ursachen ihrer Entstehung sind zahlenmafiige und/oder 

ftinktionelle Schadigungen des weiBen Blutbildes als bedeutende Komponente des zellularen 

Immimsystems. Den polymorphkemigen neutrophilen Granulozyten (PMN) kommt dabei eine 

besonders groBe Bedeutung als vorderste Front der Immunabwehr zu. Nach Adharenz an und e 

Diapedese durch die Endothelwandung der GefaBe mtissen sie chemotaktisch angelockt auf einen 

Infektionsherd zuwandem und nach der Pliagozytose der Erreger den sog. „respiratory burst" 

auslosen, Es handelt sich hierbei um die „killing"-Funktion der PMN, die durch eine starke 

Produktion reaktiver Sauerstoffiadikale in Verbindimg mit proteolytischen En^men der Granula 

ein potentes „Desinfektionsgemisch" herstellt, das zytostatisch und -toxisch auf die phago;^ier- 

ten Keime wirkt. Ausgangsprodukt aller Sauerstoffiadikale sind Superoxidanionen, die vom 

Enzymkomplex der NADPH- (oder ^respiratory burst")-Oxidase durch Transfer von Elektronen 

des NADPH auf molekularen Sauerstoff bereitgestellt werden. Die molekularen Mechanismen 

der Aktivierung der NADPH-Oxidase waren am Beginn der Untersuchimgen nur ansatzweise 

verstanden; uber mogliche Strahleneffekte auf die Aktivierungsprozesse (intrazellulare Signal- 

ilbertragung) lagen keine Daten vor. 

Die Experimente wurden an isolierten humanen PMN sowie an der Promyelozyten-Zellinie HL- 

60 vorgenommen, die durch Behandlung mit Dimethylsulfoxid zur granulozytaren Differenzie- 

mng induziert wurde. Der „respiratory burst" wurde durch losliche Stimuli (Chemotaxin: formy- 

liertes Tripeptid, f-MLP, oder Immunkomplexe oder Phorbolester) ausgelost und durchfluflzyto- 

metrisch  oder  luminometrisch  mit   den   Mdikatormolektllen  Dihydrorhodamm   123   bzw. 

„Luminol" gemessen. Postulierte Enzyme der Signalubertragung wurden im „Westem blot"- 

Verfahren    nachgewiesen    und    pharmakologisch    inhibiert,    der    Lipid-"2°^-messenger" 

Diacylglycerol (DAG) wurde mittels HPLC-Analyse quantifiziert. 

Die Daten identifizieren Proteinkinase (PK) C-Aktivitat als zentrales Element der Signaltrans- 

duktion zur Aktivierung der NADPH-Oxidase. Mehrere Phospholipasen (P, y), Protein-Tyrosin- ! 

sowie -Serin/Threonin-Kinasen und -Phosphatasen sind bei der Signalweiterleitung beteiligt f 

ebenso wie DAG-Kinasen und Phosphatidyl-Phosphohydrolasen. Neben PKC-Aktivitat konnten 

erstmals weitere zytoplasmatische/membranstandige Elemente der Signaltlbertragung (DAG und ^ 

DAG-Kinase, Phosphatidylinositol-3-Kinase) sowie der Fcy-Rezeptor-vermittelte „respiratory 

burst" als strahlenempfindliche „Targets" (< 5 Gy) identifiziert werden. Die Ergebnisse bieten 

eine Basis fur kausal-orientierte Therapieansatze und eine Erklarung fur hnmundefizite nach 

Bestrahlung. 
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Summary 

Infections are an important aspect of the hematopoietic syndrome of acute radiation sickness. 

Pathophysiologically infections are caused by depeletions and/or fiinctional deficiencies of white 

bloods cells as major carriers of cellular immunity. Polymorphonuclear neutrophilic granulo- 

cytes (PMN) are important as the first immunological barrier. PMN functions include the 

adhesion to and diapedesis through the endothelial layer of blood vessels, the chemotactic 

migration to the area of infection, and the exertion of the so-called respiratory burst after the 

phagocytotic process. The respiratory burst of phagocytes is the killing fiinction of these cells 

during which huge amounts of oxygen radicals are being produced. Together with granula- 

derived proteolytic enzymes oxygen radicals constitute a potent disinfectant solution which acts 

cytostatically and cytotoxically on phagocytized germs. The chemical basis for all oxygen 

radicals are superoxide anions produced by the transfer of NADPH-derived electrons onto 

molecular oxygen by an enzyme complex called NADPH- or respiratory burst oxidase. At the 

beginning of our study, the molecular mechanisms which activate the NADPH oxidase were only 

scarcely known. No information was available on the effects of ionizing radiation on intracellular 

signal transduction processes involved. 

Experiments were performed with isolated human PMN and with the promyelocytic HL-60 cell 

line, induced to differentiate along the granulocytic lineage with dimethyl sulfoxid. The 

respiratory burst reaction was triggered with soluble stimuli (chemotactic agent: formylated tri- 

peptide, f-MLP, immune complexes, or phorbol ester) and measured flow cytometrically or as 

chemiluminescence signals with indicator molecules dihydrorhodamine 123 or luminol, 

respectively. The presence of enzymes was postulated, verified with Western blotting, and their 

activities were inhibited pharmacologically, lipid 2"'^-messengers (diacylglycerol) were measured 

byHPLC. 

Our results identify protein kinase (PK) C activity as the central element of signal transduction 

cascades involved in the activation of the NADPH oxidase. In addition, several phospholipases 

(P, y), protein tyrosine- as well as protein serine/threonine kinases and DAG kinases in 

combination with phosphatidate phosphohydrolase contribute to intracellular signal transduction 

processes. For the first time, besides PKC activity new cytoplasmic/membrane-bound elements 

of signal transduction processes (DAG concentration and DAG kinase activity, 

phosphatidylinositol 3-kinase activity), and the Fey receptor-mediated respiratory burst of PMN 

were identified as radiosensitive „targets" for doses < 5 Gy. These results provide a basis for 

causally-oriented therapeutic approaches and could help to explain immunodeficiencies observed 

after exposure to ionizing radiation. 
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1. Einleitung 1 

1. Einleitung 

1.0 Prolog 

Die DNA des Zellkems gait bisher als empfindlichstes Target fur ionisierende Strahlung. 

Man nahm an, daB der radiogene Zelltod eine Folge bestimmter nicht reparierbarer DNA- 

Lasionen ist. Neuere Untersuchungen sprechen jedoch daftir, daB auch bereits relativ 

niedrige Strahlendosen zytoplasmatische Targets und hier die komplexen Mechanismen der 

intrazellularen Signaltransduktion beeinflussen. 

Fiir das Uberleben und die Funktion der bestrahlten Zelle konnten die Effekte im Zyto- 

plasma eine ahnlich groBe Bedeutung besitzen wie die an der DNA (Coleman 1993; 

Weichselbaum et al. 1994). Besonders deutlich wurde dieser Aspekt auf dem "10* 

International Congress on Radiation Research" im August 1995 in Wiirzburg. Auch die 

eigenen Experimente gehen dieser Problematik nach. Sie zeichnen sich dadurch aus, daB 

nicht wie bei vielen anderen Studien nur die Veranderung eines (molekularbiologischen) 

Parameters festgestellt wird, sondem daB ein sehr komplexer biologischer Endpunkt unter- 

sucht wird, der groBe Bedeutung fur die Zelle und den Gesamtorganismus hat. 

Im Mittelpunkt der Untersuchungen steht die immunologische Funktion des "respiratory 

burst" (s. Kap. 1.1) in neutrophilen Granulozyten sowie in differenzierten HL-60 Zellen als 

Modell fiir derartige Studien an permanenten Zellinien (s. Kap. 1.2). Der "respiratory burst" 

bildet den Endpunkt mehrerer Kaskaden von intrazellularen Signalen. Das experimentelle 

System wurde gewahlt, da an ihm der EinfluB ionisierender Strahlung auf intrazellulare 

Signaltransduktion abgelesen und gemessen werden kann. 

Hinsichtlich der o.g. "Nicht-DNA"-Targets fiir ionisierende Strahlen sind mittlerweile 

hochst interessante experimentelle Modelle beschrieben, in denen erst die strahlen- 

induzierten Membran- und/oder Zytosoleffekte die nuklearen Ereignisse bestimmen, die 

zur malignen Transformation oder zum Untergang der bestrahlten Zelle, z.B. durch 

Apoptose, fuhren (Uckun et al. 1992; Fuks et al. 1995). In diesem Zusammenhang zeigt 

sich ein zu verallgemeinemdes Prinzip: die beobachteten Effekte werden durch die Erzeu- 

gung reaktiver Sauerstoffspezies (man spricht vom sog. "oxidativen StreB") ausgelost, die 

Elemente der intrazellularen Signaliibertragung zum Target haben. Die Modulation der 

Signaliibertragung bestimmt somit die zellulare Reaktion auf ionisierende Strahlung. 

Dem Verstandnis der intrazellularen Signalubertragung fiir die normale Physiologic der 

Zelle und deren mogliche Fehlregulation bei pathologischen Zustanden kommt eine 

zentrale Bedeutung zu (Lord & Pongracz 1995). Von der Identifizierung geeigneter Targets 

fur die pharmakologische Intervention auf dem Niveau von Elementen der Signal- 

iibertragung   erwartet   man   neue,    erfolgversprechende   Therapieansatze   fur   viele 
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Erkrankungen (Lord & Pongracz 1995; Uckun et al. 1995). Die therapeutische Modulation 

einer moglicherweise im Tumor und in anderen pathologisch veranderten Geweben 

vorhandenen Fehlsteuerung der Signaltransduktion steht daher im Interesse vieler 

Untersuchungen (Brugge 1993; Grunicke 1995; Powis et al. 1995 und 1995a; Uckun et al, 

1995; Rehring et al. 1996), Uber die BeeinflulJbarkeit der Signaltransduktion durch 

Strahlung liegen bisher allerdings nur sehr wenige Daten vor. Es muB jedoch angenommen 

warden, dafi entsprechende Reaktionen unter Strahlentherapie sowohl in bosartigen als 
auch gutartigen, gesunden Geweben eine RoUe spielen. 

Oxidativer Stress kann auf vielerlei Art entstehen und die "Radiolyse" des Wassers durch 

ionisierende Strahlung ist nur ein Mechanismus, tiber den die Zelle mit reaktiven Sauer- 

stoffverbindungen konfrontiert werden kann. Hoher entwickelte Lebewesen, wie Sauge- 

tiere, besitzen in den Phagozyten (neutrophile und eosinophile Granulo^en, Mono- 

zyten/Makrophagen) Bestandteile des Immunsystems, die in der Lage sind, groBe Mengen 

an Sauerstoffradikalen zu produzieren. Diese Radikale werden physiologischerweise im 

Zuge einer immunologischen Reaktion gebildet, die - auch im Deutschen - als "oxidative 

burst" Oder "respiratory burst" bezeichnet wird (Babior 1978). 

1.1 Die "respiratory bursf-Funktion der Phago^ten 

1.1.1 Historic 

Anfang der 30er Jahre dieses Jahrhunderts experimentierten Wissenschaftler der 

"University of Chicago" mit Leukozyten des Hundes und machten dabei die Entdeckung, 

daB der PhagozytoseprozeB mit einem plotzlich einsetzenden Verbrauch an molekularem 

Sauerstoff einhergeht (Baldridge & Gerard 1933), Sie fuhrten diesen "main burst of extra 

respiration", wie sie ihn nannten, und der innerhalb weniger Minuten nach Zugabe der 

Sarcina-Kokken zur Leukozytensuspension im Warburg-Manometer verfolgt werden 

konnte, auf die Stimulation der Mitochondrien zurfick, welche die zusatzliche Energie fur 

die Phagozytose bereitstellen wtirden. Erst 25 Jahre spater stellten Sbarra & Kamovsky 

(1959) bei der Untersuchung der Phagozytose von Tuberkelbazillen durch neutrophile 

Granulozyten und Monozyten fest, daB der Sauerstofiverbrauch nicht durch Inhibitoren der 

Atmungskette wie Zyanidionen beeinfluBbar war und also einem anderen Zweck als der 

Energiegewinnung dienen muBte. Als in den folgenden Jahren gezeigt werden konnte 

(Holmes et al. 1966 und 1967; Tauber et al. 1983), daB eine genetisch bedingte Erkran- 

kung (Septische Granulomatose; engl.: "chronic granulomatous disease", CGD; Babior & 

Woodman 1990) mit einer Dysflinktion von Neutrophilen in Fonn einer fehlenden oder 
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stark reduzierten Produktion von Sauerstoffradikalen ursachlich verkniipft ist, nahm die 

Erforschung der "respiratory burst"-Reaktion einen groBen Aufschwung. 

Das Krankheitsbild der CGD ist gekennzeichnet durch rezidivierende, kaum beherrschbare 

systemische bakterielle Infektionen und Mykosen (Cumutte 1992 sowie dort zitierte 

Literatur). Entsprechend verstarben die betroffenen Patienten friiher bereits im Kiades- 

alter, erreichen jedoch heute das Erwachsenenalter (Cumutte 1992; Maly & Schurer-Maly 

1995). Dire Infektanfalligkeit kann auf verschiedene, autosomal rezessiv oder X-chromo- 

somal vererbte Defekte zuruckgefuhrt werden (Babior & Woodman 1990), die alle tiber die 

Neutrophilendysfunktion massiv die unspezifische Immunabwehr betreffen. 

Die klinische Situation ist derjenigen vergleichbar, die nach dem Abfall der Neutrophilen 

unter ein kritisches Niveau von ca. 500 - 1.000 Zellen/|al Blut entsteht, z.B. nach massivem 

Strahleninsult oder nach Chemotherapie, wobei sich das Risiko fur die Entwicklung 

schwerwiegender und todlich verlaufender Infektionen umgekehrt proportional zur 

Neutrophilenzahl verhalt (Bodey et al. 1966; Edwards 1994). 

1.1.2 Grundziige der unspezifischen Immunabwehr 

Phagozyten bilden die zellularen Elemente der sog. unspezifischen Immunabwehr (Abb. 1). 

Als mobilste und zahleimiaBig bedeutsamte Subpopulation stellen neutrophile Granulo- 

zyten (engl. "polymorphonuclear cells", PMN) die vorderste, schnell aktivierbare immuno- 

logische Abwehrlinie gegen extrazellulare pathogene Mikroorganismen (Bakterien und 

Pilze) dar. Die Neutrophilen sind dafur mit spezifischen Funktionen ausgestattet, die ihnen 

das Erkeimen, aktive Erreichen sowie die Aufhahme und Abtotung der Keime - ihre 

"raison d'etre" (Cohen 1994) - ermoglichen. Hire Fahigkeit zur Adharenz erlaubt den 

Neutrophilen die Anheftung an Endothelzellen der BlutgefaBe, als Voraussetzung fur das 

aktive Verlassen der GefaBe und Durchwandem ("Diapedese") der GefaBwand. Dies 

geschieht tiber sog. Adhasionsmolekiile, die auf den beiden beteiligten Zelltypen vorhan- 

den sind (Roitt et al. 1995). Die Orientierung auf den Infektionsherd zu erfolgt durch 

chemotaktische Bewegung entlang chemischer Gradienten von Metaboliten des Infektions- 

und Entziindungsherdes. 

Die Erkermung der Metabolite geschieht uber spezifische "Antennen" ("Rezeptoren") in der 

Zellmembran, z.B. flir ein formyliertes Tripeptid [formyl-Methionyl-Leucyl-Phenyl-alanin 

(f-MLP)], ein unreifes Peptid (Segal & Abo 1993), das als Bestandteil der Zellwand 

zerfallender Mikroorganismen (Schiffmann et al. 1975) oder aus Mitochondrien zerstorter 

Wirtszellen freigesetzt wird (Carp 1982). Dariiber hinaus sind u.a. auch Rezeptoren fur 

Komplementfaktoren (C3bi, C5a) vorhanden (Roitt et al. 1995). Fiir die Anheftung fremder 

Partikel stehen den neutrophilen Granulozyten neben den Komplementrezeptoren und 

Adhasionsmolekiilen   auch   die   Rezeptoren   fur   das   konstante   Fragment   (Fc)   des 
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(monomeren) Immunglobulins der G-Klasse (IgG; sog. "Fcy-Rezeptoren") zur Verfugung. 

Durch die Beladung der Mikioorganismen mit Serambestandteilen wie Komplement- 

faktoren und Immunglobulinen (man spricht von "opsoniert", d.h, schmackhaft gemacht) 

wird die Erkennung imd Phagozytose in eine "Phagosom" genannte endosomale Vakuole 

erleichtert, die durch Einstulpung der Plasmamembran im Zuge des Phagozytoseprozesses 

entsteht. Bei all diesen Schritten spielen standige Umstrukturierungsvorgange am 

Zytoskelett eine bedeutende RoUe. 

-♦-* 

Infektion 

Chemoattraktans 

■mm   ^ " ^ 

-7 

H,0, 

Inhibition 

Zelltod 

Abb. 1: Schema der imspezifischen Immimabwehr (modifiziert nach Gallin 1984). 

1.1.3 Vorkommen und Biochemie der "respiratory bursf'-Reaktion 

Die biochemische Basis fur die Bildung der Sauerstoffspezies ist die Aktivierung eines 

Enzyms, das als "respiratory burst-Oxidase" oder "NADPH-Oxidase" bezeichnet wird 

(Babior et al. 1976). Beide Begriffe werden nachfolgend nebeneinander benutzt. Das Vor- 

kommen dieses Enzyms schien bis in jungste Zeit auf Phagozyten beschrankt zu sein. In- 

zwischen konnten jedoch ahnliche Aktivitaten in Fibroblasten, T- und (Epstein-Barr-Virus- 

transformierten) B-Lymphozyten, Thrombozyten, Endothelzellen sowie weiteren Zelltypen 
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nachgewiesen werden (Meier et al. 1993; Cross & Jones 1991 sowie weitere dort 

aufgefuhrte Zitate). Gleichwohl sind die Quantitaten der im Zuge der "respiratory burst"- 

Reaktion von Neutrophilen gebildeten Sauerstoffmetabolite am groBten. Deshalb ist dieses 

Modell auch das am besten charakterisierte, und die nachfolgenden Beschreibungen 

beschranken sich auf die Sauerstoffradikalbildung der neutrophilen Granulozyten. 

Die "respiratory burst"-Oxidase ist eine NADPH:02-Oxidoreduktase, die im flmktions- 

fahigen Zustand als Multipeptidketten-Komplex in der Plasma-ZPhagosomenmembran 

vorliegt und dessen Zusammensetzung und funktionelle Regulation noch immer 

Gegenstand intensiver Forschung ist (Cross & Cumutte 1995; Johansson et al. 1995; 

Philips et al. 1995; fur Reviews: vgl. Babior 1987; Morel et al. 1991; Cross & Jones 1991; 

Segal & Abo 1993; Chanock et al. 1994). Der Komplex beinhaltet eine Elektronen- 

transportkette und besteht aus wenigstens 5 Polypeptidketten, die z.T. als konstitutiv 

membranstandig angesehen oder im Zuge der Granulozytenaktivierung aus zytosolischer 

Lokalisation (spezifische Granula; Borregaard et al. 1983) an der Plasmamembran 

zusammengeflihrt werden (Abb. 2). Als (wenigstens teilweise) konstitutiv membranstandig 
werden die beiden Untereinheiten (UE) des heterodimeren Cytochroms b55g angesehen, die 

anhand ihrer Molekulargewichte als pllP'^o^ (a-UE) und als gp9lP'^°^ (stark glykosylierte 

(3-UE; Molekulargewicht: 76-92 kDa) bezeichnet werden (Segal & Abo 1993). Die 

Bezeichnung "phox" steht dabei fur "Phagozyten-Oxidase-Faktor" (Nauseef et al. 1990). 

Dieses Hamprotein besitzt Bindungsstellen fur FAD und NADPH und gilt als der 

eigentliche Elektronendonor auf Sauerstoff (Segal et al. 1992; Chanock et al. 1994; Bokoch 

1995). Zwei weitere Oxidase-Komponenten, p47^''''^ und p6lP^°^, sind im Ruhezustand der 

Neutrophilen im Zytosol lokalisiert, werden nach Aktivierung der Zellen z.T. (p47^^o^) 

phosphoryliert (Abb. 2; Chanock et al. 1994; El Beima et al. 1994) und translozieren unter 

Beteiligung des Zytoskelettes zur Plasmamembran (Bokoch 1995). 

hi jungster Zeit fmden zwei weitere Proteine (jp40P^°^ und Rac2) als Bestandteile des 

Oxidase-Komplexes Akzeptanz (Knaus et al. 1991; Wientjes et al. 1993; Diekmann et al. 

1994; Bokoch 1993 und 1995). P40P^O^ soil bevorzugt mit p67/'^o^ assoziiert und bei CGD- 

Patienten, denen p6lP^°^ fehlt, in reduzierter Menge vorhanden sein (Wientjes et al. 1993; 

Wientjes & Segal 1995). Rac2 gehort zur Familie der kleinen, iJa^-verwandten GTP- 

bindenden Proteine {^2\R'"^2) mit endogener GTPase-Aktivitat (Bokoch 1995; Quinn 

1995). Es liegt im Ruhezustand vermutlich an einen "i?/zo-Guaniimukleotid-Dissoziations- 

inhibitor" {RhoGDI) genannten Faktor komplexiert im Zytosol vor und wird nach Zell- 

aktivierung durch den Austausch GDP -^ GTP aktiviert, was die Translokation von Rac2 

an das bereits membranstandige p6lP^°^-Mo\QkxA ermoglichen soil (Diekmann et al. 1994). 

Aus Untersuchungen an einem sog. "zellfreien System" [Zytoplastenpraparation, die mit 

defmierten Zytosol- oder anderen Komponenten (freie Fettsauren; anionische Detergenzien 

mit Mg2+ und GTP) inkubiert wird; Chanock et al. 1994] karm diese Translokation jedoch 
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weder als notwendig noch als ausreichend zxjr Aktivierang der NADPH-Oxidase angesehen 

werden (Philips et al. 1995). 

gp91 

ruhend 

gp91 

rac2 
p47 

p67 

p22 

—OPO3 
—OPO3 
—OPO, 

p40 

aktiviert 

Abb. 2: Schema der NADPH-Oxidase-Komponenten und deren mogHche Form der 
Zusammenfiihrung an der Plasmamembran (modifiziert nach Chanock et al, 
1994). 

Die Elektronen entstammen dem Pyridinniikleotid NADPH (vgl. Abb. 3; Babior 1987; 

Cross & Jones 1991), dessen oxidierte Form, NADP+, einen metabolischen ProzeB, den 

sog. Hexosemonophosphat-Shvint in Gang setzt (Fantone & Ward 1985; Rossi 1986; Morel 

et al. 1991). Dabei wird aus Glucose unter Beteiligung von GIucose-6-Phosphat- 

dehydrogenase (G-6-PDH) NADPH regeneriert (Edwards 1994). Ahnlich der Situation bei 

CGD-Patienten sind G-6-PDH-Mangelpatienten durch haufig wiederkehrende bakterielle 

Infektionen gekennzeichnet (Yang & Hill 1991). Diese Beobachtung kann mit einer 

eingeschrankten "respiratory bursf'-Aktivitat der Phagozyten aufgrund der reduzierten 

Verfiigbarkeit von NADPH als Kosubstrat der NADPH-Oxidase erklart werden. 

Die Ubertragung eines Elektrons auf Sauerstoff durch den iiber Phagozytose oder durch 

losliche Faktoren (freie Fettsauren, Phorbolester; Chanock et al. 1994; Blobe et al. 1995; 

Khan et al. 1995) aktivierten NADPH-Oxidase-Komplex fiihrt zur Bildung von dessen 

erster Reduktionsstufe, dem Superoxidanion O2" (Abb. 3; Babior et al. 1973). Dieses erste 

Sauerstoffradikal der "respiratory bursf'-Reaktion wird physiologischerweise zunachst in 

die Umgebung der aktivierten Zelle abgegeben, bevor es nach voUendeter Phagozytose und 

komplettem Verschlufi des Phagosoms in dieses Organell ausgeschiittet wird. Unter den 

sauren pH-Bedingungen des Phagosoms dismutiert das Radikal spontan oder durch Super- 
oxiddismutase katalysiert zu Wasserstol^eroxid, H2O2 (Cohen 1994). Myeloperoxidase- 

Aktivitat aus den azurophilen Granula der Granulozyten katalysiert die Reaktion von H2O2 

mit Chloridionen unter Bildung der bakteriziden hypochlorigen Saure (Fantone & Ward 

1985; Morel et al. 1991; Cohen 1994). Die weitere Reaktion unterhalogeniger Sauren mit 

Amingruppen-hahigen Verbindungen (Aminosauren) zu Chloraminen kann ebenso als 
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Detoxifizierungsmechanismus gewertet werden wie der Abbau von H2O2 zu Wasser durch 

Katalase und/oder Glutathionperoxidase (Varani & Ward 1994). Weitere Reaktionsschritte 

konnen, durch Metallionen (Eisen- und/oder Kupferionen) katalysiert, die Bildung von 

Hydroxylradikalen, OH* sowie u.U. auch von Singulettsauerstoff umfassen (Abb. 3; 

Fantone & Ward 1985; Morel et al. 1991; Wiles et al. 1995). Angesichts des Vorliegens 

von Metallen in Proteinkomplexen in der Zelle (z.B. an Ferritin oder Lactoferrin 

gebunden), wird den letztgenannten theoretischen Reaktionsmoglichkeiten jedoch nur in 

pathologischen Zustanden eine groBere Bedeutung beigemessen (Rosen et al. 1995), 

wogegen die Reaktion von O2" mit hypochloriger Saure zum OH* (Cohen 1994) eine 

grofiere Wahrscheinlichkeit besitzt, aber relativ langsam ablauft. Das Zusammenwirken der 

verschiedenen reaktiven Sauerstoffmetabolite mit nicht Sauerstoff-abhangigen 

Mechanismen [(proteolytische) Enzyme aus den drei verschiedenen Granula der 

Granulozyten ("Degranulation"); fur Ubersichten siehe dazu Cohen 1994; Selsted & 

Ouellette 1995] bewirkt die mikrobizide Potenz der "respiratory bursf'-Reaktion. 

O, 
Myeloperoxidase 

► HOCl 

NADPH       NADP 

"OH 'O, 

Abb. 3: Schema der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach Aktivierung der 
NADPH-Oxidase (modifiziert nach Edwards 1994). 

1.1.4 Die Auslosung der "respiratory burst"-Reaktion (intrazellulare 

S ignaliibertragung) 

Unstimulierte, "ruhende" Neutrophile konsumieren relativ wenig Sauerstoff. Nach Kontakt 

mit spezifischen Stimuli wird jedoch innerhalb weniger Sekunden eine 50- bis 100-fache 
Zunahme des 02-Verbrauchs bestimmt (Morel et al. 1991). Der Sauerstoff wird praktisch 

voUstandig in 02"-Radikale metabolisiert (Edwards 1994). Ligandenbindung an jeden der 

oben (Kap. 1.1.2) aufgefuhrten Rezeptoren fiihrt zu einer (vermutlich lokalen) 

"Aktivierung" der Neutrophilen im Bereich der angesprochenen Rezeptoren. Die moleku- 

laren Mechanismen dieser Vorgange sind jedoch nur in Ansatzen verstanden. 
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Die Aktivierang der Neutrophilen geschieht auf mehreren sog. "Signaltransduktions- 

wegen", die vermutlich alle in den verschiedenen Phasen der Myelopoese zum reifen 

Granulozyten des peripheren Blutes realisiert sind und nachfolgend einleitend beschrieben 

werden soUen. 

Die Aktivierang von Signaltransduktionswegen beginnt normalerweise mit der Bindung 

physioiogischer Agonisten an ihre spezifischen Rezeptoren (vgl. Abb, 4). Da diese Ago- 

nisten im allgemeinen nicht die Barriere der Plasmamembran passieren konnen, besteht die 

Hauptaufgabe der Rezeptoren in der Weiterleitung des Signals ins Zellinnere, Dies erfolgt 

im wesentlichen durch drei unterschiedliche Mechanismen, die durch drei Rezeptortypen 

verwirklicht werden (Ubersichten bei Frye 1992; Thelen et al. 1993; Heldin 1995). 

PMA 

Zelhilare Reaktionen 
- Proliferation 
- Differenzierung 
- Genexpression 
- "respiratory burst" 

Abb. 4: Extrem vereinfachtes Schema der intrazellularen Signaliibertragung durch 
Rezeptor (R I)-vermittelte Aktivierang von G-Proteinen oder Protein- 
tyiosinkinasen (PTK und R W) bzw, von PKC-Isoenzymen durch PMA. 

1) Der Rezeptortypus I besitzt 7 transmembranose Proteindomanen ["Heptahelix- oder 7- 

TMS- ("7 transmembrane-spanning domains")-Rezeptoren]. Er gehort damit zur Familie 

der Rhodopsin-Rezeptoren (Baggiolini & Dahinden 1994) und bedient sich zur Signal- 

iibertragung der Interaktion mit membranstandigen heterotrimeren GTP-bindenden 

Proteinen ("G-Proteine"; Abb, 4). Dazu zahlen u.a. die Rezeptoren fur Thrombin, IL-8, 
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Angiotensin, fur das Komplementfragment C5a und den "platelet activating factor" PAF 

sowie der Rezeptor fur das Chemotaxin f-MLP (Frye 1992; Thelen et al. 1993), der in 

dieser Studie besondere Bedeutung hat. 

Das G-Protein-Trimer besteht aus einer katalytischen a-Untereinheit mit GTPase-Aktivitat, 

an der GTP/GDP binden, und die sowohl mit den zugehorigen Rezeptoren einerseits als 

auch den nachfolgenden Effektorsystemen anderseits interagiert. Der Py-Komplex des G- 

Proteins verankert die a-UE in der Membran (Edwards 1994) und ist hinsichtlich seiner 

sonstigen Funktion in Neutrophilen nur sehr unzureichend charakterisiert (Thelen et al. 
1993). Mehrere Isoformen der a-UE (a^, a^, a^ und ihre Subspezies (z.B. aj.^ bis ai.3) 

werden mit verschiedenen Effektorsystemen (Target-Enzymen) in Verbindung gebracht 

(Frye 1992). 

Li Neutrophilen wird als Effektorsystem durch die Isoform ai2 eine Phospholipase (PL) C 

(PLCP2; Park et al. 1992) aktiviert, die spezifisch auf das membranstandige Phospholipid 

Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat (PtdhisP2) als Substrat zuriickgreift (Abb. 5). Die 

Hydrolyseprodukte von PLCP sind hiositol-l,4,5-Triphosphat (L1SP3) sowie Diacyl- 

glycerol (DAG); sie werden als "second messenger" bezeichnet. Wahrend DAG in die 

Plasmamembran eiiigebunden bleibt (vgl. Abb. 6; Thelen et al. 1993; Edwards 1994), 
diffundiert hisP3 ins Zytosol und erhoht durch Freisetzung von Ca2+-Ionen aus Speichem 

des endoplasmatischen Retikulums dessen intrazellulare Konzentration (Berridge & h^ine 

1989). Auch Ca2+-Ionen werden als "2"'^ messenger" gewertet. 

Das Lipid DAG ist der physiologische Aktivator von Isoenzymen der Proteinkinase C- 

Klasse (PKC; Nishizuka 1988 und 1992). PKC-Aktivitat phosphoryliert - im Gegensatz zu 

den unten aufgefuhrten Proteintyrosinkinasen - Proteine an den Aminosauren Serin und 

Threonin. Diese Enzymaktivitat ist als eine zentrale Schaltstelle fur vielerlei zellulare 

Regulationsvorgange wie der Auslosung von hnmunfunktionen sowie bei der Proliferation 

und Differenzierung von Zellen anzusehen (vgl. Abb. 4). Es sind mindestens 12 Iso- 

enzyme der PKC bekannt, die mit griechischen Buchstaben gekennzeichnet sind (Abb. 4). 

Sie werden in drei Gruppen eingeteih, wobei fur diese Arbeit in erster Linie die "klassi- 
sche" Gruppe - PKCa, -pi, -pjj und -y - sowie ?KCC, aus der Gruppe der "atypischen" 

PKCs (Lord & Pongracz 1995) bedeutsam ist. Die klassischen PKC-Aktivitaten sind Ca2+- 

abhangig und durch DAG bzw. Analoga davon, z.B. Phorbolester, stimulierbar (Nishizuka 

1988 und 1992; Dekker & Parker 1994). Ligandenbindung an 7-TMS-Rezeptoren hat also 

DAG- und Ca2+-vermitteh bisher zur Aktivierung von PKC-Isoenzymen gefuhrt. 

2) Der Rezeptortyp n ist verkorpert durch Rezeptoren fiir sehr viele nicht-hamatopoetische 

Wachstumsfaktoren (epidermal growth factor, EGF; platelet-derived growth factor, PDGF; 

fibroblast growth factor, FGF, etc.; Frye 1992; Heldin 1995). Er ist charakterisiert durch 

eine zytoplasmatische Proteindomane mit endogener Proteintyrosinkinase (PTK)-Aktivitat 

(Heldin 1995). Hier fiihrt Ligandenbindung zur mehrfachen Autophosphorylierung dieser 
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Rezeptordomane, welche die Voraussetzung bildet fiir das Andocken weiterer Proteine mit 
PTK- Oder Phospholipase-Aktivitat (PLCyj) oder fur Proteine mit Adaptoreigenschaften 

(fiir neuere Reviews vgl. Khosravi-Far & Der 1994; Heldin 1995). 

sn- 1 

O 

HjC-O-C ( Z.B.: C 16 : 0 ) 

sn-2 

sn- 3 

(z.B.:C18:l) 

LPLA, 

4€^ 
O 

PLC-l 

O 

CH. 

H,C-0-p-0-CHrCH,-N - CH, (Cholin) 
CH, 

PLD 

sn- 3 

^O© 

HjC^—O- 

PLC 

OH      OH 

-p O 
II 
O 

\®i>o-© 
(Inositol-Pj ) 

OH 

Abb. 5: Schematische Darstellung von Phosphatidylcholin (PtdCho) und Phospha- 
tidylinositol-4,5-Diphosphat (PtdInsP2) mit Schnittstellen der Phospho- 
lipasen (PL) C, D und A2. 

Auch PLCfi metabolisiert PtdInsP2 zu den o.g. Produkten, womit eine zweite Moglichkeit 

der DAG-Entstehung aufgezeigt ist. Da dieser Signaltransduktionsweg mit den daran 

beteiligten monomeren, sog. "kleinen" G-Proteinen aus der ^as'-Superfamilie (Khosravi- 

Far & Der 1994) vermutlich bedeutsamer ist fiir die Zellbewegung und Granulafasion 

(Edwards 1994) sowie fiir mitogene Stimulation von Zellen, jedoch von untergeordneter 

Relevanz fiir die vorliegende Studie, wird er hier nicht naher ausgefuhrt. 

3) Der Rezeptortyp IH (Frye 1992) wird verkorpert durch Rezeptoren fiir viele Zytokine 

[Merleukine (IL-1 bis -7, -9, -10, -12), fiir Tumomeki'osefaktoren (TNF), fiir Hormone 
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(Wachstumshormon, Prolaktin), fiir hamatopoetische Wachstumsfaktoren (Erythropoetin 

sowie Granulozyten- und Granulozyten/Makrophagen-stimulierender Faktor, G- und GM- 

CSF; Taniguchi 1995)] und - fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung - fur Fcy- 

Rezeptoren. Dieser Typus besitzt nur z.T. eine zytoplasmatische Rezeptordomane, die 

jedoch im Unterschied zum Typ H-Rezeptor keine eigene PTK-Aktivitat aufweist. Hier 

erfordert die transmembranose Signaltransduktion nach Ligandenbindung die Interaktion 

mit zytoplasmatischen PTKs, die selbst keine Rezeptorfunktion erfullen (Frye 1992; 

Taniguchi 1995). Man hat Hinweise, daB die Aktivierung dieser Rezeptoren sich der 

Enzyme aus der "src"-Fami\iQ bedient, die sich von Protoonkogen-Produkten ableiten 

(Taniguchi 1995). Deren PTK-Aktivitat - man spricht zur Unterscheidung von Rezeptortyp 

n von "Nicht-Rezeptor-Proteintyrosinkinasen" ("NR-PTK") - ist dann die Grundlage fur 
die Signalweiterleitung in Form von PL-Aktivitat (PLCyj) und/oder vermutlich iiber die 

relativ neu entdeckte Enzymfamilie der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-K; Fry 1994; 

Kapeller & Cantley 1994). Die exakten molekularen Mechanismen dieser Art von 

Signaltransduktion sind bisher am wenigsten verstanden. Jedoch hatte auch hier eine 
mogliche Beteiligung von PLCypAktivitat die Voraussetzung zur PKC-Stimulierung durch 

DAG-Produktion aus PtdInsP2 als Substrat geschaffen. 

Phosphatidylinositol-3 Kinasen sind in allerjiingster Zeit ftir die Strahlenbiologie beson- 

ders interessant geworden, da gezeigt werden konnte, daB ihre katalytische Untereinheit 

(pi 10) groBe Homologien sowohl zur DNA-aktivierten Proteinkinase, einem Reparatur- 

enzym fur DNA-Doppelstrangbriiche, als auch zum Produkt des Ataxia teleangiectasia 

(AT)-Gens aufweist (Poltoratsky et al. 1995; Savitsky et al. 1995). AT ist bekanntermaBen 

(Hall 1994) eine Erkrankung, die mit einer extremen Erhohung der zellularen Strahlen- 

empfindlichkeit einhergeht. 

Die bisher dargestellten Schritte der Aktivierung von Neutrophilen fuhrten die beiden 
Ptdhis-spezifischen Phospholipasen Cpj und -yj als Produzenten fur DAG auf. Als weitere 

Quelle fur DAG in Neutrophilen ist eine PLD-Aktivitat anzusehen, die auf den Hauptlipid- 

bestandteil der Plasmamembran, Phosphatidylcholin (PtdCho; Abb. 5), als Substrat zuriick- 

greift (Agwu et al. 1989; Billah et al. 1989; Cockcroft 1992; Exton 1994). Dieses Enzym 

ist jedoch im Gegensatz zu anderen Phospholipasen noch nicht kloniert und seine 

Regulation ist noch weniger klar als die der anderen PL (Exton 1994; Powis et al. 1995). 

Es ist eine Ca2+-Abhangigkeit der Aktivierung beschrieben worden (Kessels et al. 1991) 

und Regulationsmoglichkeiten durch G-Proteine, PKC- sowie PTK-Aktivitaten werden 

diskutiert (Cockcroft 1992; Exton 1994). Die genauen Mechanismen der Aktivierung sind 

jedoch weitgehend unbekannt. PLD-Aktivitat erfordert zur DAG-Bereitstellung ein 

weiteres Enzym, Phosphatidylphosphohydrolase (PPH), da das Primarprodukt von PLD, 

Phosphatitsaure (PA), durch PPH-Aktivitat zu DAG dephosphoryliert werden muB (Billah 
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et al. 1989a; Gay & Murray 1991). PA selbst wird von manchen Autoren (Rossi et al. 

1990; Agwu et al. 1991; Exton 1994) als der eigentliche "second messenger" zur 

Aktivienmg der NADPH-Oxidase postuliert, was die Komplexitat der Zusammenhange 

noch verstarkt. 

Damit sind bisher drei Wege zur DAG-Bereitstellung durch verschiedene En:^maktivitaten 
(PLCP2 und -Ji sowie PLD mit PPH) aus zwei Substratquellen (PtdInsP2 und PtdCho) zum 

Zwecke der PKC-Aktivierung in Neutrophilen aufgezeigt worden. Eine weitere potentielle 

Quelle besteht in der Nutzung des PtdCho-Pools durch eine PtdCho-spezifische PLC 

(PtdCho-PLC; Billah and Anthes 1990). Dire RoUe bei der Neutrophilenaktivierung ist 

bisher noch vollig unklar (Cockcroft 1992; Thelen et al. 1993; Exton 1994), ebenso wie die 

Signaltransduktionswege zu ihrer Aktivierung, und wird daher auch Gegenstand der 

vorliegenden Studie sein. 

Die weiteren Schritte zur Aktivierung der NADPH-Oxidase gehen davon aus, dalJ nach 

DAG-/(PA?)-Bildung PKC-Isoenzyme aus dem Zytosol zur Plasmamembran translozieren 

(Abb. 6) und dort in einem Zusammenspiel von Lipid(en) und Ca2+ aktiviert werden. Dies 

erfolgt unter entscheidender Beteiligung des Zytoskelettes (Nauseef et al. 1991), wobei die 

exakten Mechanismen jedoch noch immer nicht bekannt sind (Lord & Pongracz 1995). 

PK(C)-Aktivitat phosphoryliert beide Cytochrom b-UE des Oxidase-Komplexes sowie den 

Oxidase-Faktor p47P^'o* an 7-9 Serinresten (s. Abb. 2; El Benna et al. 1994) und erleichtert 

moglicherweise damit dessen Translokation und Einbindung in den Komplex, als Voraus- 

setzung fur dessen voile Funktionsfihigkeit zm* Produktion von Superoxidanionen. 

Extrazellular 

Plasma- 
membran 

Intrazellular 

Abb. 6: Schema der Aktivierung von PKC durch "Translokation" an die 
Plasmamembran (modifiziert nach Ewards 1994). 

Fiir eine essentielle Einbindung von PKC-Aktivitat in den o.g. Aktivierungsmechanismus 

der NADPH-Oxidase spricht deren direkte Stimulierbarkeit mit Agonisten, welche die 

Signaliibertragungskaskade liber Rezeptoren und PL-Aktivitat/"2"<* messenger"-Produktion 

umgehen, und durch Bindung an PKC alleine eine "respiratory burst"-Reaktion auslosen 
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konnen. Der dafur klassische Stimulus ist der Phorbolester Phorbol-Myristat-Acetat 

(PMA), der als stereochemisches Analogon von DAG an das regulatorische Zentrum der 

konventionellen PKC-Isoenzyme bindet (Hecker 1978). Dariiber hinaus konnen Inhibitoren 

von PKC-Aktivitat derartige Stimuli sehr gut antagonisieren (Dewald et al. 1989). Die 

relativ langsame Kinetik der PMA-stimulierten Reaktion im Vergleich zur Rezeptor- 

vermittelten Antwort deutet jedoch bereits darauf bin, daB PKC-Aktivitat nur einen Teil 

des Signaltransduktionsprozesses ausmachen kann (Wymann et al. 1987). Eine grob 

schematische Darstellung der drei im Rahmen dieser Studie naher untersuchten Signal- 

transduktionskaskaden zeigt Abb. 4 (s.o.). 

1.1.5 Pathophysiologie der "respiratory bursf'-Reaktion 

Die reaktiven Sauerstoffspezies der "respiratory burst"-Reaktion werden ftir eine ganze 

Reihe pathologischer Zustande (mit)verantw^ortlich gemacht (Weiss 1989). Das am besten 

untersuchte Modell sind hierbei oxidative Schaden am Endothel der BlutgefaBe als 

primares Target einer akut-entziindlichen Reaktion (Varani & Ward 1994), das nach- 

folgend beispielhaft skizziert v^erden soil. Hier wird die Deposition von Inmiunkomplexen 

(DCs; aus Antigen und Antikorper) in der Folge einer inflammatorischen Reaktion als 

Ausloser fur die Akkumulation von Monozyten/Makrophagen und deren Sezemierung von 

Zytokinen CmF-a und IL-lp) angesehen (Ward & Mulligan 1992). Diese Zytokine 

induzieren die gleichzeitige Hochregulation der jeweiligen Adhasionsmolekule (CDllb/- 

und CDllc/CDlS bzw. CD54/ICAM-1 und CD62/E-Selectin) auf den beiden beteiligten 

Zelltypen, den angelockten Granulozyten und den Endothelzellen, was einen besonders 

engen Zell-Zell-Kontakt ermoglicht. In einem "frustrierte Phagozytose" (Henson 1971) 

genannten Vorgang sollen die Granulozyten dabei groBe Mengen an Sauerstoffradikalen 

abgeben. Durch einen komplexen ProzeB unter Beteiligung von Xanthin-Oxidase, Oj" und 

Eisenionen aus den Endothelzellen kommt es zur Bildung des OH'-Radikals als dem 

vermutlich Endothel-schadigenden Agens, so daB die Endothelzelle selbst - nach hiitiation 

durch Granulozyten - an ihrer Zerstorung mitwirkt. Das eigentlich kritische zellulare Target 

ist allerdings nicht bekannt (Ward & Mulligan 1992; Varani & Ward 1994). Neben den 

oben erwahnten Zytokineffekten auf Adhasionsmolekule, werden auch direkte zytotoxische 

Effekte der beiden Zytokine auf Endothelzellen diskutiert (Varani & Ward 1994). 

Grundsatzlich kann jedes Organ nach Entztindung, Trauma und Ischamie/Reperfusion von 

oxidativen Schaden betroffen sein (Jackson & Cochrane 1988; Farber et al. 1990; Styrt 

1990; Yang & Hill 1991) und euie entsprechende Aufstellung (McCord 1992) fuhrt 

praktisch alle Organe mit jeweils einer Reihe von pathologischen Zustanden auf, zu denen 

Sauerstoffradikale als (mit)verursachend diskutiert werden. 
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1.2. Das HL-60 Modell 

Die HL-60 Zellinie entstammt einer humanen Promyelozytenleukamie (siehe dazu auch 

Kap. 4.1) und wurde vor mehr als 20 Jahren im Laboratorium von Professor R. Gallo, 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA etabliert (Collins et al. 1977). Die 

Zellinie ist charakterisiert durch ihre Kultivierbarkeit in Suspension und insbesondere 

durch die Induzierbarkeit ihrer terminalen Differenzierung durch verschiedene Faktoren. Es 

sind Dififerenzierungen sowohl entlang der granulozytaren (neutro-, baso- imd eosino- 

phile) als auch der monozytaren Entwicklungsreihen beschrieben (Abb. 7; Collins et al, 

1978 und 1980; FischkofFet al. 1984; Hutt-Taylor et al. 1988, Leglise et al. 1988; Howe et 

al. 1990; Nauseef et al. 1990; Sendler et al. 1993; Review: Collins 1987). Zu den 

Induktoren der Differenzierung in granulozytare Reihen gehoren polar-planare 

Verbindungen wie Dimethylsulfoxid (DMSO) und Dimethylformamid (Collins 1987), 

Pyrimidinanaloge wie 3-Deazo-Uridin (Koeffler 1983) und Chemotherapeutika wie 

Actinomycin D (Lotem & Sachs 1980) sowie Dibutyryl-cAMP (dbcAMP; Perez et al. 

1992) und Retinsaure (Matzner et al. 1987). Die monozytare/Makrophagen-ahnliche 

Differenzierung wird durch Tumorpromotoren wie den Phorbolester PMA (Rovera et al. 

1979) sowie durch Vitamin D-Analoge (Rossi et al. 1987; Wang et al. 1991) ausgelost. 

I HL-60 Promyelozyten 

if 

Eosinophile Linie 

Monozytare Linie Granulozytare Linie 

Abb. 7: hiduzierbarkeit von HL-60 Zellen zur temiinalen Differenzierung in Granu- 
lozyten (neutro-, eosino- und basophile) sowie Monozyten/Makrophagen 
(modifiziert nach Nauseef 1990). 

Die Eigenschaft der induzierbaren Differenzierbarkeit hat die HL-60 Zellinie zu einem 

beliebten Modell flii' Untersuchungen der spaten Myelopoese werden lassen, die gekenn- 

zeichnet ist durch abnehmende Proliferationskapazitat bei zunehmender funktioneller Reife 

(Collins 1987; Nuzhat et al. 1991; Sendler et al. 1993). Zur Differenzierung in die 
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granulozytare Reihe induzierte HL-60 Zellen stellen im Laufe einer Woche nach 

Inkubation mit DMSO ihre Proliferationsaktivitat ein und verlieren ihre fur proliferierende 

Zellen charakteristischen nuklearen Antigene ["proliferating cell nuclear antigen", PCNA 

(Cells et al. 1987; Hall et al. 1990; Sendler et al. 1993) und das "Ki-67"-Antigen (Landberg 

& Roos 1991)]. Sie erwerben dabei phanotypische und funktionelle Eigenschaften wie die 

Fahigkeit zur Chemotaxis, zur Phagozytose und zur Auslosung des "respiratory burst", die 

typisch flir reife neutrophile Granulozyten sind (Collins 1987; Matzner et al. 1987; Sendler 

et al. 1993; Kaffenberger & van Beuningen 1994). Die dabei auftretenden phanotypischen 
Veranderungen beinhalten die beginnende Expression von Adhasionsmolekulen aus der P2- 

Unterfamilie der Integrine (Aihara et al. 1991) und von Rezeptoren fiir chemotaktische 

Peptide wie f-MLP (Fontana et al. 1980; Matzner et al. 1987; Perez et al. 1992). 

Auch als Modell in der strahlenbiologischen Forschung hat die HL-60 Zellinie 

Anerkennung gefunden. Dabei wurden in der Vergangenheit jedoch meistens uninduzierte, 

d.h. als Promyelozyten wachsende HL-60 Zellen verwendet. Collins et al. (1980) und 

Weichselbaum et al. (1981) berichteten uber die Strahlenempfindlichkeit der HL-60 Zellen. 

Da zahlreiche Subklone der urspriinglichen Zellinie existieren (Toksoz et al. 1982) 
schwanken auch die Angaben fur D^-Werte zwischen 0,83 und 1,7 Gy und fur D^-Werte 

T. 

zwischen 0,13 und 0,8 Gy (Weichselbaum et al. 1981, Rhee et al. 1985, Laver et al. 1986). 

Sie bewegen sich aber durchaus im Dosisbereich, der fur hamatopoetische Progenitor- 
zellen in vitro berichtet wird (D^: 0,9 bis 1,3 Gy; D^. 0 bis 0,6 Gy; Laver et al. 1987; 

FitzGerald et al. 1986; Lehnert et al. 1986; Nothdurft 1991). Die Werte D^ und Dq sind 

strahlenbiologische KeimgroBen, die MaBzahlen fur die intrinsische Strahlenempfindlich- 

keit bzw. flir die Fahigkeit der Zellen den subletalen Strahlenschaden zu reparieren, 

darstellen (Hall 1994). 

Uber die molekularen Mechanismen der Liduktoren der Differenzierung der HL-60 Zellen 

gibt es relativ wenig gesichertes Wissen (Leglise et al. 1988). Die DMSO-Wirkung wird 

nur iiber permanente Inkubation der Zellen mit dem Induktor erzielt (Sendler et al. 1993). 

Fruhere Untersuchungen (Farzaneh et al. 1987 und 1987a; Bhatia et al. 1990) berichten 

iiber DMSO-induzierte DNA-Strangbriiche und deren Reparatur wahrend der Differen- 

zierung der HL-60 Zellen zu Neutrophilen-ahnlichen Zellen. Ahnlich dem DMSO-Effekt 

zur Neutrophilendifferenzierung, haben Aihara et al. (1991) die Notwendigkeit einer 

kontinuierlichen PKC-Aktivierung durch PMA zur Differenzierung von HL-60 Zellen zu 

Makrophagen aufgezeigt. Nach DMSO-Induktion wurden auch Veranderungen im PKC- 

Muster gefunden (Tanaka et al. 1992). 

Das HL-60 Modell war in der Vergangenheit auch wertvoll flir das Studium der 

molekularen Regulation der Granulozytenreifung, woflir nachfolgend einige Beispiele 
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aufgeflihrt werden. Aus HL-60 Zellen gelang die Klonienmg der cDNA des Myelo- 

peroxidase-Gens (Morishita et al. 1987; Weil et al. 1987) sowie der Rezeptoren fur das 

Formylpeptid (Boulay et al. 1990) und jRir das Anaphylatoxin C5a (Boulay et al. 1991). Die 

Klonienmg der Faktoren Racl und Rac2, denen eine Bedeutung bei der Neutrophilen- 

aktivierung beigemessen wird (ftir Racl beim Menschen, siehe Kap. 1,1.3), erfolgte ebenso 

aus HL-60 Zellen (Didsbury et al. 1989) wie - mehr die Signaltransduktion und die eigene 

Arbeit betreffend - die Darstellung von PLD-Aktivitat und Untersuchimgen zu deren 

Regulation (Brown et al. 1993), 

Das HL-60 Modell kann deshalb zusammenfassend hinsichtlich seiner hamatologisch- 

entwicklungsbiologischen wie hinsichtlich seiner klassisch-strahlenbiologischen Charak- 

terisierung als etabliert angesehen werden. Untersuchungen an diesem Modell zu 

modemeren strahlenbiologischen Fragestellungen wie der Strahlenwirkung auf zytoplasma- 

tische und Membran-Targets fehlen allerdings bisher weitgehend. 

Die HL-60 Zellinie wurde in dieser Studie ausgewahlt, um an ihr - in Erganzung zu den 

Versuchen an Neutrophilen - die Verwendbarkeit einer myeloischen Zellinie ftir Unter- 

suchungen zur Strahlenwirkung auf Elemente der intrazellularen Signaltransduktion zu 

iiberprufen, Es bestand die Erwartung, daB bei einer etablierten permanenten Zellinie 

weniger ausgepragte individuelle Variabilitat hinsichtlich der Untersuchungsparameter be- 

steht; wie sie selbst bei wiederholten Blutentnahmen beim gleichen Spender beobachtet 

wird. 

1.3 Strahlenwirkung auf Elemente der intrazellularen Signaltransduktion 

Untersuchungen zur Strahlenwirkung auf intrazellulare Signaltransduktionsprozesse 

erfolgten bisher in erster Linie vor dem Hintergrund einer moglichen radiogenen 

Modulation der Genexpression (fflr Reviews vgl.: Weichselbaum et al. 1991; Coleman et 

al, 1993), Dabei standen die Fragen der Induktion von Zytokinen wie dem Tumomekrose- 

faktor-a (Hallahan et al. 1989) und hiterferon (IFN; Woloschak & Chang-Liu 1990) sowie 

der Veranderungen der Proliferation bestrahlter Zellen deutlich im Vordergnmd (fur 

Reviews vgl.: Keyse 1993; Weichselbaum et al. 1993). Die Arbeitsgruppe um Weichsel- 

baum (Sherman et al. 1990; Hallahan et al. 1991a) konnte durch Bestrahlung von HL-60 

und anderen humanen Zellen mit 3 bis 50 Gy auf mRNA-Niveau die hiduktion der 

Transkription von Genen (c-Jun, egr-1) zeigen, die wiederum ftir Transkriptionsfaktoren 

kodieren, wahrend in mit 0,5 bis 2 Gy bestrahlter Haut vom Schwein die Expression des 

c-fos Protoonkogens tiberwog (Martin et al. 1993), Der strahleninduzierten Erhohung von 

PKC-Aktivitat (Woloschak et al. 1990) komnit bei den Induktionen der Genexpression 
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offensichtlich eine bedeutende RoUe zu (Hallahan et al. 1991a und b). Dies gilt auch fur die 

Induktion von TNF-a. Die Inhibition (z.B. durch H-7) oder Depletion von PKC-Aktivitat 

mittels chronischer PMA-Behandlung der HL-60 Zellen reduziert die TNF-Induktion 

(Hallahan etal. 1991). 

Die Erhohimg von PKC-Aktivitat konnte aber auch nur ein indirekter Strahleneffekt sein, 

dem eine Oxidation von Phospholipiden der Membran vorausgehen konnte (Abb. 8). 
Sowohl die Inhibition von Phospholipase A2-Aktivitat, die fur die Entfemung oxidierter 

Membranlipide verantwortlich ist (van Kuijk et al. 1987), als auch die Inhibition der 
Bildung bzw.  der Metabolisierung des PLA2-Produktes Arachidonsaure (AA) durch 

Pentoxifyllin bzw. Ketoconazol (Inhibitor von Lipoxygenase-Aktivitat) fuhrten zu 

reduzierter TNF-Expression auf mRNA-Niveau (Hallahan et al. 1994 und 1994a). Im Falle 
der PLA2-Inhibition mit gleichzeitiger Abnahme des AA-Gehahes der Zellen war dieser 

von einer Reduktion von PKC-Aktivitat begleitet (Hallahan et al. 1994), woraus eine AA- 

vermittelte Stimulation von PKC-Aktivitat ebenso abgeleitet werden kann wie aus den 

Ketoconazol-Ergebnissen ein (unbekarmter) Pathway mit Lipoxygenase-Beteiligung, der 

ebenfalls zu TNF-Liduktion fuhrt (Hallahan et al. 1994a). 

Dariiber hinaus konnte in einer Plattenepithelkarzinom-Zellinie die Induktion einer PLD- 

Aktivitat durch eine Bestrahlung mit y-Strahlen mit einer Dosis von 2 Gy demonstriert 

werden (Avila et al. 1993). 

Bestrahlung -> PtdChOo^ ^ AA -> PKC -^ "mF-a 

1l   1 (Pentoxifyllin oder Mepacrin) 
PLA2 

Abb. 8: Schema einer moglichen Signaltransduktionskaskade zur Induktion von 
TNF-a durch ionisierende Strahlung (modifiziert nach Hallahan et al. 
1994a). 

Parallel zu den o.g. Untersuchungen konnten Uckun und Mitarbeiter bei bestrahlten B- 

Lymphozyten-Vorlauferzellen zeigen, daB auch (bisher nicht eindeutig identifizierte) PTK 

durch ionisierende Strahlung stimuliert werden konnen (Uckun et al. 1992), und daU diese 

PTK-Aktivitat in einer Signaltransduktionskaskade proximal von einer Aktivierung von 

PKC angeordnet sein muB (Uckun et al. 1993). Die Hemmbarkeit der PKC-Aktivierung bei 
gleichzeitiger Reduktion des Ptdlns-Metabolismus (InsPj-Freisetzung) durch Inhibi-toren 

von PTK-Aktivitat (Genistem und Herbimycin A) deutet hier auf eine strahlen-induzierte 

PLC-y-Aktivitat hin (Weichselbaum et al. 1994), deren Produkte PKC aktivieren konnen 

(vgl.Kap. 1.1.4). 

Daruber hinaus konnte fiir die zellulare Antwort auf UV(C)-Bestrahlung in einem Zellkem- 

freien System inzwischen gezeigt werden, daB die dabei beobachtete Aktivierung des 
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zytosolischen Transkriptionsfaktors, Nuklearfaktor (NF)-KB, ohne ein vom Kem 

ausgehendes Signal erfolgen kaiin (Devary et al. 1993), 

Zum Mechanismus der Strahlenwirkung hatten Arbeiten aus der Kufe-Gruppe (Datta et al. 

1992) zuvor bereits belegen konnen, daB dutch ionisierende Strahlung induzierte reaktive 

SauerstofFspezies auf Elemente von Signaltransduktionskaskaden EinfluB ausuben, da 

diese durch Molekiile mit Radikalfanger-Eigenschaften wie N-Acetylcystein reduziert 

warden konnen. Damit zeigt sich ein generellerer Regulationsmechanismus derartiger Pro- 

zesse uber Verandemngen im Redoxpotential der Zellen, und reaktiven Sauerstoffspezies 

kommt eine wachsende Bedeutung als "messenger"-Molekulen zu (Khan & Wilson 1995). 
GemaB dieser Modellvorstellung soUten auch andere oxidative Einflusse, z.B. H2O2- 

Applikation, auf Signaltransduktionsvorgange EinfluB ausuben konnen. Entsprechende 

Experimente belegen die Stimulation von "Mitogen-aktivierter Protein-Kinase"- (MAPK)- 
Aktivitat (Stevenson et al. 1994), die PLA2-vemiittelte Induktion der Transkription des 

c-jMM-Genes (Rao et al. 1993) sowie die Aktivierung von NF-KB (Schreck et al. 1991), 

Zusammenfassend ist somit eine Regulation strahleninduzierter Genexpression durch 

extranukleare Signaltransduktionsvorgange, die z.B. an der oxidierten Plasmamembran 

ihren Ausgang nehmen konnen und die vermutlich zu "Pathways", die durch DNA- 

Schaden initiiert werden, parallel verlaufen (Coleman 1993; Weichselbaum et al. 1994), 

aufgezeigt worden. Weitergehende Untersuchungen zu zellularen Reaktionen auf 

Bestrahlung, die nicht zwangslaufig mit veranderter Genexpression einhergehen, stehen 

allerdings noch aus. 

1.4 Fragestellung 

Die "respiratory burst"-Reaktion der Phagozyten ist ein essentielles Element der unspezi- 

fischen Immunantwort am Ende einer Reaktionskette nach einem infektiosen und/oder 

inflammatorischen Stimulus. Sie beinhaltet die "Aktivierung" des multifaktoriellen Enzym- 

komplexes der NADPH-Oxidase auf Wegen, deren genaue(r) Verlauf (Verlaufe) noch 

groBteils im Dunkeln liegen. Die Aktivitat dieses Enzyms fljhrt in mehreren Reaktions- 

schritten zu einer Vielzahl von reaktiven Sauerstoffverbindungen, welche es dem 

Phagozyten ermoglichen, auf phagozytierte Mikroorganismen mikrobizid zu wirken. 

Gleichzeitig birgt die unkontroUierte Herstellung und Abgabe der Sauerstoffspezies durch 

"hyperaktive" Zellen oder versagende Schutzmechanismen die Gefahr der oxidativen 

Schadigung gesunden Gewebes. Die zellulare Antwort der Phagozyten auf einen physiolo- 

gischen Stimulus muB deshalb einer fein abgestimmten Regulation unterliegen, um einer- 

seits der mikrobiziden Aufgabe gerecht werden zu konnen und um andererseits ihre 
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gesunde Umgebung moglichst wenig zu schadigen. Fehlsteuerungen dieser Regulation 

konnten somit die pathophysiologischen Grundlagen bilden sowohl fur die Entwicklung 

schwerwiegender und lebensbedrohlicher Infektionen - wie im Falle der CGD-Patienten - 

als auch fur inflammatorische Schaden (Reperflisionsschaden, ARDS-Syndrom, etc.), die 

von Oxidanzien ausgehen. 

Wie ionisierende Strahlung auf diese Regulationsvorgange der Aktivierung der NADPH- 

Oxidase wirkt, ist bisher nicht untersucht und wurde zum Inhalt dieser Studie gewahlt. Ein 

Aspekt, der das Interesse fur diese Untersuchungen insbesondere weckte, war die 

Beobachtung, daB in Strahlenopfem des Reaktorunfalls in Chernobyl von 1986 noch mehr 

als fiinf Jahre nach der Exposition eine Fehlregulation des "respiratory burst" mit z.T. 

extrem erhohten Zellantworten auf die Stimulation in vitro beobachtet werden konnte 

(Kaffenberger et al. 1996). Das besondere Interesse, die Einwirkung ionisierender 

Strahlung auf die Signalxibertragungskaskaden, die beim "respiratory burst" eine RoUe 

spielen, zu untersuchen, ergibt sich dadurch, daB dieselben Spezies an reaktiven Sauerstoff- 

radikalen sowohl durch ionisierende Strahlung einerseits als auch durch den zellularen 

metabolischen ProzeB des "respiratory burst" anderseits gebildet werden. Nach 

akzidenteller Strahlenexposition konnten die Sauerstoffradikale durch eine strahlen- 

induzierte Fehlregulation der Signaltransduktion zur Auslosung des "respiratory burst" 

einen Beitrag zur Pathogenese der akuten Strahlenkrankheit leisten, wahrend sie unter den 

Bedingungen der therapeutischen Strahlenanwendvmg fur unerwiinschte Effekte der 

Therapie an gesunden Geweben verantwortlich sein konnten. 

Untersuchmgen an immunologischen Zellen (B-Lymphozyten-Vorlaufer-Zellen und 

Promyelozyten) haben bereits die grundsatzliche BeeinfluBbarkeit von zytoplasmatischen 

und Membran-Elementen mit Funktionen in der intrazellularen Signaltransduktion durch - 

z.T. sehr hohe Dosen - ionisierender Strahlung aufgezeigt. Offensichtlich besitzt die Zelle 

"Sensoren", die ihr die stattgefundene Bestrahlung - vermutlich in Form der Sauerstoff- 

radikale - mitteilen, worauf Veranderungen in der (den) Signaltransduktionskaskade(n) zu 

entsprechenden Zellantworten fuhren. 

Ziel dieser Arbeit war das Studium des Einflusses ionisierender Strahlung auf die Mecha- 

nismen der Signaltransduktion zur Auslosung der "respiratory burst"-Reaktion in neutro- 

philen Granulozyten und in zu Neutrophilen differenzierenden HL-60 Promyelozyten. Die 

Untersuchungen am "respiratory burst" der Neutrophilen/HL-60 Zellen haben modellhaften 

Charakter. Sie sollen auch mogliche Strahleneffekte auf andere biologische Endpunkte, 

z.B. Zellaktivierungsprozesse durch Zytokine oder die Induktion bzw. Inhibition von 

Apoptose, reflektieren. Es besteht die Erwartung, daB vom Verstandnis dieser molekularen 

Vorgange und deren BeeinfluBbarkeit neue therapeutische Konzepte und  Strategien 
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ausgehen werden, die sowohl dem akut strahlenkranken Patienten als auch dem 

Tumorpatienten unter einer Radiotherapie Hilfe bringen werden. 

Im einzelnen soUen folgende Fragen beantwortet werden: 

1) Auf welchen Kaskaden der intrazellularen Signaltibertragung erfolgt die Aktiviening der 

"respiratory bursf'-Oxidase in neutrophilen Granulozyten? 

Eine der angewandten experimentellen Taktiken war, hypothetisch bestimmte Stoff- 

wechselvorgange bei der Signaltransduktion zu fordem, diese darai pharmakologisch zu 

blocken, um die Hypothese zu bestatigen oder zu verwerfen. 

Die Beantwortung der o.g. Frage bildete die wissenschaftliche Basis fur die Bearbeitung 

der folgenden Frage: 

2) Gibt es innerhalb dieser Kaskaden bisher unbekannte, strahienbiologisch-relevante 

Targets, die sich zur besseren Definition von Krankheiten auf molekularer Ebene eignen, 

um damit neue Ansatze fiir eine verbesserte Therapie zu gewinnen? 

Angesichts der Probleme mit der inter- und intraindividuellen Variabilitat bei Unter- 

suchungen an menschlichem Untersuchungsmaterial, soUte dartiber hinaus die folgende 

Frage beantwortet werden: 

3) Eignet sich fiir Untersuchungen der Signaltransduktion, die zu Auslosung einer Immun- 

fimktion fuhrt, auch die HL-60 Zellinie nach deren Induktion zur (granulozytaren) 

Differenzierung? 

Die positive Beantwortung dieser Frage wtirde dazu beitragen dieses HL-60 System als 

biologisch-relevantes Modell zu etablieren und die differenzierten HL-60 Zellen mit reifen 

Neutrophilen vergleichbar machen. An beiden Zelltypen konnen akute Strahleneffekte, z,B. 

auf die intrazellulare Signaltransduktion, studiert werden. Daruber hinaus konnen an zur 

Differenzierung indxizierten HL-60 Zellen - jedoch nicht an Neutrophilen - Strahleneffekte 

erforscht werden, die evtl. mit Veranderungen am genetischen Material und/oder dessen 

Nutzung (z.B, durch veranderte Genexpression) einhergehen. Denn HL-60 Zellen konnen 

als hamatopoetische Progenitorzellen angesehen werden, die nach Induktion der 

Differenzierung in beliebigen diskreten Reifestadien bestrahlt werden konnen. Im Hinblick 

auf zukunflige Untersuchungen konnen in diesen reifenden Zellen die Strahlenwirkungen 

auf vielerlei biologische Endpunkte im Zeitraum bis mehrere Tage nach 

hiduktion/Bestrahlung untersucht werden. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Bezugsquellen fiir Reagenzien 

Fa. Aldrich, Steinheim: Diphenylenjodonium-Jodid 

Fa. Amersham Buchler, Braunschweig: ECL-Reagenz; "Megaprime"^*^ DNA Labelling 

System"; Molekulargewichtsmarker fur Protein-Elektrophorese ("Rainbow''"'^"); Protein- 

kinase C Enzymkit 

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg: monoklonale Maus-ahuman Antikorper (als FITC- oder 

PE-Konjugate) gegen CD-Antigene (CDS, CD4, CDS, CDlla, CDllb, CDllc, CD14, 
CD15, CD16, CD18, CD19, CD25; CD45, IgGi/2a-Isotyp-Kontrollen); "FACSFlow™"- 

und "Simultest'^'^ IMK plus Lysing"-L6sungen 

Fa. Biomok Hamburg: DEDA; H-7; Herbimycin A; LY294002; monoklonaler Maus-a 

human Antikorper gegen Phosphatidylinositol 3-Kinase (Klon CA-3); Okadaic acid; 

Wortmannin 

Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim: nicht-essentielle Aminosauren; fotales Kalber- 

serum; L-a-Lysophosphatidylcholin; Leupeptin; "Complete"^" Proteasen-Inhibitor- 

Cocktail"; "QuickSpin™"-Saulen; RPMI 1640-Kulturmedium; Sephadex G50-fme; 

Staurosporin; Trypsin-Inhibitor 

Fa. Calbiochem, Bad Soden: R59 022; U73122; U73343 

Fa. Du Pont de Nemours, Bad Homburg: a-P-32-dCTP 

Fa. Fluka, Neu-Ulm: Benzoesaureanhydrid, Formamid; N,N'-Methylenbisacrylamid 

Fa. ICN, Meckenheim: Y-P-32-ATP; Guanidinthiocyanat; Lymphozytenseparations- 

Medium 

Fa. Life Technologies TGibco BRL), Eggenstein: PMSF 

Fa. Medac, Hamburg: monoklonale Maus-ahuman Antikorper (als PE-Konjugate) gegen 
CD32- und CD64-Antigene, IgGj-Isotyp-Kontrollen 
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Fa. Merck. Darmstadt: Acetonitril; Acrylamid; Ammoniak; Benzol; Bromphenolblau; 

Chloroform; 4-(Dimetliylamino)-Pyridin; Dimethylformamid; Formaldehyd; Glycin; 

Hexan; HEPES; Magermilchpulver; Methanol; SDS; WasserstofQieroxid; alle nicht extra 

aufgefuhrten Puffersubstanzen sowie Vor- und Trennsaulen der HPLC-Analytik 

Fa. Molecular Probes, Eugene, OR, USA: Dihydrorhodamin 123; Hexapeptid- (formyl- 

Norleucin-Leucin-Phenylalanin-Norleuciri-Tyrosin-Lysin)-FITC-Konjugat; N-[7-Nitro- 

benz-2-oxa-l,3-dia-zolyl (NBD)]-Phallacidin (NBD-Phallacidin) 

Fa. Pharmacia, Freiburg: Protein A-Sepharose; Sephadex G-50 

Fa. Santa Cruz, Heidelberg: mono- imd polyklonale Primarantikorper (Maus/Kaninchen) 
gegen humane PKCa (Klon C-20), -pi (C-16), -Pn (C-18), -y (C-19), -^ (N-20), PLCPi (G- 

12), -Yi (1249), -Y2 (C-19), PLA2 (N-216), Src p60 (N-16), Raf-1 (C-12); Fgr (N-47); 

Peroxidase-Konjugate sekundarer Antikorper (Ziege) gegen Kaninchen- oder Maus-IgG 

Fa. Serva, Heidelberg: Ammoniumpersulfat; bovines Serumalbumin (Fraktion V); 

Cytochalasin B; Dimethylsulfoxid; Ethidiumbromid; Glycerin; Na-Lauroylsarcosyl; 

Nitroblau-Tetrazolium-Salz; N,N,N',N'-Tetramethylathylendiamin; Tween 20 

Fa. Sigma, Deisenhofen: Agarose Low EEO; Antikorper: polyklonaler Ziege-odiuman IgG 
[F(ab')2-Fragment];  monoklonaler  Maus-aPhosphotyrosin-FITC   (Klon  PT-66);   IgG|- 

Isotyp-Kontrolle-FITC (Klon MOPC-21); polyklonaler Kaninchen-aBSA; Aprotinin; 

Dithiothreitol; D609; FicoU 400; formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin; Genistein; 

Glyoxal; Hanks' balanced salts (HBSS; ohne Bicarbonat oder Phenolrot); Heringssperma- 

DNA; p-Hydroxyphenylessigsaure; Katalase; "Luminol" (5-Amino-2,3-Dihydro 1-1,4- 

Phthalalazinedion); Meerrettich-Peroxidase; Mepacrin; P-Mercaptoathanol; Na-Ortho- 

Vanadat; PentoxifyUin; Phorbol-Myristat-Acetat (PMA); phosphate-buffered saline (PBS); 

Polyvinylpyrrolidon; Propidiumjodid; Saponin sowie alle nicht extra aufgefuhrten 

Feinchemikalien und Lipidstandards 

2.1.1 Zusammensetzung der gebrauchlichsten Pufferlosungen: 

• Hanks'-Pufifer (HBSS): 137 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1,26 mM CaClj, 0,83 mM 

Mg2S04, 5,5 mM Glucose, 0,275 mM K2HPO4, 0,44 mM KH2PO4,4,2 mM 

NaHCOj, pH 7,4 (Hanks & Wallace 1949) 
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• 

7,3 

Hanks'-HEPES-Puffer (Howard & Meyer 1984): 150 mMNaCl, 50 mM 
Na2HP04, 4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1,2 mM CaCl2, 25 mM HEPES, 0,05% 

BSA,pH7,15 

Krebs-Ringer-Puffer: 138 mMNaCI, 1 mM CaCl2, 1,5 mMMg2S04, 5,5 mM 

Glucose, 8 mM Na2HP04, 2 mM NaH2P04, pH 7,3 

Krebs-HEPES-Puffer: 120 mMNaCl, 4,8 mM KCl, 1,3 mM CaCl2,1,2 mM 

Mg2S04, 25 mM HEPES, 1,2 mM KH2PO4, pH 7,4 mit 0,1% BSA 

PBS-Puffer: 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HP04, 2 mM KH2PO4,    pH 

Homogenisationspuffer fur PKC-Bestimmung: 50 mM TRIS-HCl, pH 7,5, 5 mM 

EDTA, 10 mM EGTA, 0,3% P-Mercaptoathanol, 10 mM Benzamidin, 10 ng/ml 

Leupeptin, 10 |J.g/ml Trypsin-Inhibitor, 20 nl/ml Aprotinin, 20 }xl/ml "Complete™ 
Proteasen-Inhibitor-Cocktail" 

2x-Lysepuffer fUr "Western blot": 250 mM TRIS-HCl, pH 7,0, 10% Glycerin, 4% 

SDS, 2% p-Mercaptoathanol, 0,006% Bromphenolblau, 1 mM PMSF, 20 |jg/ml 

Leupeptin, 20 ^ig/ml Trypsin-Inhibitor, 10 |ag/ml Aprotinin, 5 mM DTT 

"HNTG"-Lysepuffer: 50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mMNaCl, 10% Glycerin, 1% 
Triton X-100, 1 mMMgCl2, 1 mMEGTA, 10mMNa4P2O7, 100 |xMNa3V04, 

10 mMNaF, 10 |ig/ml Leupeptin, 10 |4.g/ml Aprotinin 

Elektrophorese-Puffer fur "Western blot": 25 mM TRIS-HCl, pH 7,3, 192 mM 

Glycin, 0,1% SDS 

"Western blotting"-Puffer: 20% Methanol, 40 mM Glycin, 0,0375% SDS, 0,5 M 

TRIS-HCl, pH 7,2 

"Blotto"-Puffer: PBS, 5% Magermilchpulver, 0,05% Tween 20, pH 7,3 

Guanidinthiocyanat-Losung: 4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM Na3-Citrat, pH 

7,0, 0,5% Na-Lauroylsarcosyl, 0,1 M P-Mercaptoathanol 

RNA-"Denaturier-Puffer": 4 Volumeneinheiten (VE) deionisiertes Glyoxal, 12 

VE DMSO, 2,5 VE 0,1 M Phosphatpuffer, pH 6,6, 1 VE 1% Ethidiumbromid 
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RNA-Auftragpuffer: 50% Glycerin, 4%o Bromphenolblau, 10 mM Phosphat- 

puffer, pH 6,6 

20 X SSC: 3 MNa-Acetat, 0,3 MNaj-Citrat, pH 7,0 

(Vor)-Hybridisierungsl6simg: 2 aVE Hybridisierangsmixtur [12 x SSC, 1% Na- 

Lauroylsarcosyl, 2,5 x Denhardt-Losung (je 1% FicoU 400, Polyvinylpyrrolidon 

und BSA), 100 |ig/ml Heringssperma-DNA], 1 VE deionisiertes Formamid 

Waschpuffer: 0,1 x SSC, 0,1% SDS oder 0,5 x SSC, 0,5% SDS 

Fixierlosung flir F-Actin-Darstellung: 2 VE PBS-gepufferter 37%-iger 

Formaldehyd, je 1 VE L-a-Lysophosphatidylcholin (Stammlosimg: 2 mg/ml in 
HjO) und NBD-Phallacidin (Stammlosung: 3,3 ^iM in Methanol; 100 U/ml) 

2.1.2 Verzeichnis der eingesetzten Inhibitoren mit Losimgsmitteln und 

Konzentrationen der Stammlosungen, soweit angewendet 

Substanz Losungsmittel Stammlosung 

D609 Aceton/PBS n.a.# 

Diphenylenj odonium -Jodid DMF 5mM 

Genistein EtOH 50 mg/ml 

H-7 DMSO 20 mM 

Herbimycin A DMSO 1 mg/ml 

LY294002 DMSO 50 mM 

Mepacrin PBS jeweils Msch 

Okadaic acid EtOH/DMSO 10 nM/100 nM 

o-Vanadat/Va-Hydro peroxid PBS jeweils Msch 

PentoxifyUin PBS jeweils ffisch 

Propranolol Hepes/Hanks' 50 mM 

R59 022 DMSO lOmM 

Staurosporin DMSO 2mM 

U73122/U73343 Chloroform 2mM 

Wortmannin DMSO 20 mM 

# n.a.: nicht anwendbar; nach Portionieren in Aceton, jedesmal frisch in PBS 
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2.2 Zellen 

2.2.1 Blutzellen 

Die Blutgewinnung erfolgte bei gesunden Kontrollpersonen (Institutsangehorigen) und 

hamatologisch-gesunden Patienten des Sanitatszentrums der Akademie des Sanitats- und 

Gesundheitswesens der Bundeswehr durch Venenpunktion mit Hilfe des "Vacutainer"- 

Systems [Fa. Becton Dickinson (BD), Heidelberg], iiberwiegend mit Li-Heparin, vereinzelt 

auch EDTA, als Antikoagulans. Typische Diagnosen bei den Patienten waren Sport- 

verletzungen wie Banderzerrung, Schadelprellung, Comotio cerebri, etc.. Die Praparation 

von Granulozyten (s. Kap. 2.5) erfolgte in der Regel innerhalb von 1 bis 3 Stunden nach 

Blutabnahme, wobei das Blut auf einem Kippmischer bei Raumtemperatur (RT) gelagert 

wurde. 

2.2.2 HL-60 Zellinie 

Die HL-60 Zellinie war urspriinglich von Herm Prof. Dr. Grosse-Wilde, Direktor des 

Instituts flir Immunologie der Universitat Essen, Essen, fteundlicherweise zur Verfugung 

gestellt worden. Spatere Experimente wurden mit Zellen vorgenommen, die von der 

American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA bezogen worden waren. 

Die Zellen wachsen als Suspensionskultur. Exponentiell wachsende Kulturen wurden alle 

3-4 Tage (zweimal pro Woche) in RPMI 1640-Medium, versehen mit 20% (v/v) Hitze- 

inaktiviertem fdtalem Kalberserum (FKS) und 1% (v/v) nicht-essentielle Aminosaure- 

Losung, in 25-cm2-Kulturflaschen (5 ml Medium; Falcon; BD) subkultiviert. Die Kulti- 

vierung erfolgte ohne Zusatz von Antibiotika bei 37 °C in einer wassergesattigten 
Atmosphare mit einem C02-Anteil von 5%, wobei sich der pH-Wert durch Zusatz von 2 

g/1 NaHCOg im Medium auf 7,4 einstellt. 

Fiir Experimente wurden am Tag 0 (d 0) exponentiell asynchron wachsende Kulturen 

pelletiert (300 x g, 5 min, RT), in frischem Kulturmedium resuspendiert und mit einer 

Zelldichte von 1 x lO^ Zellen/ml in neue Kulturen iiberfuhrt (25 ml Medium in 75-cm2- 

Kulturflaschen), ggf anschlieliend bestrahlt (s. Kap. 2.3), und durch Zugabe von 1,25% 

(v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) ins Medium die Differenzierung der HL-60 Zellen zu 

Neutrophilen-ahnlichen Zellen induziert. Zur Vermeidung moglicher radioprotektiver 

Effekte von DMSO (Moulder et al. 1978) erfolgte die DMSO-Zugabe jeweils erst 

unmittelbar nach der Strahlenexposition der Zellen. Die Untersuchungen erfolgten von d 0 

bis d 7 nach hiduktion und/oder Bestrahlung. 
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2.3 Rontgenbestrahlung 

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit Hilfe einer speziellen (Tier)-Bestrahl\mgsanlage 

(Isovolt 320/10; Fa. Seifert, Ahrensburg) mit 240 kV Rontgenstrahlen mit Filtenmg durch 

3 mm Beryllium. Die Dosisleistung betrag in einem Abstand von ca. 40 cm zwischen dem 

Focus der Rohre imd der Kultur ca. 1 Gy/min bei einem Rohrenstrom von 13 mA. Die 

Dosimetrie wurde mit einem Duplex-Dosimeter (SN4; Fa. PTW, Freiburg) mit einem Sr- 

90-Praparat als Referenzstrahler vorgenommen. 

2.4 Wachstumskurve und Uberleben nach Bestrahlung ("Klonierungstest") 

Die Wachstumskurve wurde mittels mikroskopischer Zahlung der Zellen in einer 

Neubauer-Zahlkammer oder unter Verwendimg eines Partikelzahlgerates (Modell ZM; 

Coulter, Krefeld) erstellt. 

Zum Klonierungstest wurden die HL-60 Zellen nach einem Waschschritt (300 x g; 5 min, 

RT) mit Medium in frischem RPMI-Medium bestrahlt und in einem semi-soliden Medium 

bestehend aus 0,6% Agar (Difco, Detroit, MI, USA) in 10 Teilen destilliertem Wasser, 6 

Teilen RPMI-Medium und 4 Teilen FKS ausgesaht und 7 Tage bei 37 °C wie oben (Kap. 

2,2.2) inkubiert. Die Zellklone mit mehr als 50 Zellen wurden 30 min in absolutem 

Athanol fixiert und mit einer 0,25% Kristallviolett-Losung (in Wasser) fiir 10 min 

angeffirbt. Bei unbestrahlten Zellen betrug die Ausbeute an Kolonie-bildenden Zellen 

("plating efficiency") ca, 80%, Sie wurde bei jedem Experiment mitbestimmt und gleich 

100% im Vergleich zu der bestrahlter Kulturen gesetzt. 

2.5 PrSparation von Granulozyten aus VoUblut 

Zur Praparation von Granulozyten aus VoUblut wurden ca, 3 ml Lymphozyten-Separations- 

Medium (LSM) mit einer Dichte von 1,077 ^ml in 15 ml-Falcon-R6hrchen vorgelegt und 

vorsichtig mit bis zu 5 ml unverdtiimtem Blut tiberschichtet. Die Zentrifiigation des 

Stufengradienten erfolgte fur 10 Minuten (min) bei 900 x g und RT ("Rotanta RP"- 

Kuhlzentrifiige; Fa. Hettich, Tuttlingen), Danach wurden nacheinander Plasma, mono- 

nukleare Zellen sowie die LSM-Schicht sorgfaltig entfemt und das Erythrozytensediment 

mit den Granulozyten aufgewirbelt. Die Zellsuspension wurde mit dem mindestens 
10-fachen Volumen hypotone Ammoniumchlorid-Losung (0,17 M NH4CI mit 10 mM 

KHCO3 und 0,1 mM Na4-EDTA; pH 7,3; BD-ProtokoU in Anlehnung an Wymann et al. 

1987a) versetzt und bis zur Erythrozytenlyse (erkenntlich am Farbumschlag nach 

"lackfarben" nach 5  bis   10 min) bei RT auf einem Kippmischer inkubiert,  AUe 
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nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis. Die Granulozyten wurden dann pelletiert (400 x 

g, 10 min, 4 °C), in kalter Ca2+- und Mg2+-fi:eier Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung 

(PBS; pH 7,3) sorgfaltig resuspendiert und emeut wie oben zentrifugiert. Das dann 

weitgehend Erythrozyten-freie Granulozytenpellet wurde emeut vorsichtig in PBS resus- 

pendiert und Aliquots zur Ermittlung der Zellausbeute so wie zur KontroUe der Vitalitat (s. 

Kap. 2.6) entnommen. Ca. 95% der so praparierten Zellen waren (neutrophile) 

Granulozyten. 

2.6 Vitalitatstestung 

Aliquots isolierter Granulozyten oder von HL-60 Zellen (nach Waschen in PBS) wurden 

mit 7,5 [iM Propidiumjodid (Stammlsg.: 75 |j,M in PBS) kurze Zeit (2-3 min) inkubiert und 

durchfluBzytometrisch (s. Kap. 2.9) der Anteil toter Zellen aufgrund ihrer "Rotfluoreszenz" 

("red is dead"; Krishan 1975) identifiziert. Die Vitalitat betrug regelmafiig > 95%. 

2.7 Funktionelle Untersuchungen 

2.7.1 Messung der "respiratory burst"-Reaktion 

Die Messung der "respiratory burst"-Funktion von Granulozyten und HL-60 Zellen erfolgte 

mit drei verschiedenen Methoden, die unterschiedliche Aussagen erlauben. Die 

durchfluBzytometrische Analyse (s. Kap. 2.9) erfaiSt mit Hilfe von Indikatormolekulen (s. 

Kap. 2.7.1.1), die nach Oxidation zur Fluoreszenz angeregt werden koimen, nur 

zellgebundene Fluoreszenzsignale einzelner Zellen. Etablierte Indikatoren sind hierbei die 

Farbstoffe Dichlorfluorescin (DCFH) und Dihydrorhodamin (DHR) 123. Zur Spezifitat der 

Verbindungen fur bestimmte Sauerstoffspezies wird auf die Diskussion (Kap. 4.2.1) 

verwiesen. Die relative, akkumulierte Fluoreszenzintensitat der individuellen Zelle ist ein 

MaB fur deren Reaktivitat auf einen Stimulus. Die Einzelzellmessung ermoglicht die 

Identifikation von Subpopulationen innerhalb einer Zellpopulation. 

Dagegen liefert der chemoluminometrische Ansatz (mit dem Lidikatormolekul 5-Amino- 

2,3-dihydro-l,4-phthalazinedion; "Luminol") das hitegral der Lichtsignale aller Zellen in 

der Kuvette, kann somit also keine Subpopulationen von Zellen identifizieren. Zu den 

Reaktionsmechanismen der Lichtentstehung aus Luminol wird ebenfalls auf Kap. 4.2.1 

verwiesen. Da Luminol die Plasmamembran der Zellen passieren kann, wird mit Chemo- 

luminometrie und Luminol als Lidikator sowohl intra- wie auch extrazellulare Licht- 

produktion bestimmt. Die im Takt von < 1 min wiederholten Messungen desselben 
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Ansatzes emioglichen eine exakte Axifzeichnung der Kinetik der Lichtproduktion (vgl. 

Abb. 26b). 

Der Nitroblau-Tetrazolium (NBT)-Reduktionstest mifit mit lichtmikroskopischer Auswer- 

tung die intrazelMare Bildung eines purpurblauen Prazipitats aus Formazan-Salzen als 

Ausdruck der Reaktion von Superoxidanionen mit dem NBT-Reagenz (Breitman et al. 

1980). 

2,7.1.1 DurchflulJ^ometrischer Test 

Der durchfluBzytometrische Test benutzte DHR 123 als Indikatormolekiil fiir die Produk- 

tion oxidativer Agenzien. Ein typischer Ansatz (Vol. 1 ml) bestand aus 1 x 10^ Zellen in 

PBS mit 5 mM Glucose bei Stimulation mit Phorbolester (PMA) oder in Hanks'-Pufifer bei 

Stimulation mit f-MLP bzw. in Krebs-Ringer-Puffer bei Stimulation mit Immun- 

komplexen. Die Beladung der Zellen mit DHR 123 (40 ^iM; Stammlsg.: 40 mM in DMF) 

erfolgte fur 15 min bei 37 ^C. Nach Messung der Ausgangs-Fluoreszenzintensitat (T = 0 

min) kamen folgende Stimuli zur Anwendung, wobei der f-MLP-Stimulation - wenn nicht 

ausdriicklich herausgestellt - jeweils eine Vorbehandlung mit Cytochalasin B (CytB; 10 

|iM; Stammlsg.: 10 mM in DMSO) fur ca. 2 - 5 min vorausging: 

- PMA (100 n^ml; Stammlsg.: 1 mg/ml in DMF) oder 

- f-MLP (1 nM; Stammlsg.: 10 mM in DMSO) oder 

- Immunkomplexe (120 |ig/ml; Stammkonzentration: 6 mg/ml in PBS mit 0,1% Na-Azid). 

Zu verschiedenen Zeitpunkten (bis 1 h) nach Stimulation wurden emeut die Fluoreszenz- 

intensitaten gemessen. 

Die Stimulation der RB-Reaktion tlber FcyR erfolgte auch durch Beladen der Zellen (in 

Hanks'-Puffer mit 50 pM Na-Orthovanadat) mit Immunkomplexen (120 |i.g/ml) auf Eis fur 

30 min mit zwischenzeitlicher Zugabe von DHR 15 min vor der T = O'-Messung, 

Nichtgebundenes Protein wurde mit kaltem PBS ausgewaschen (400 x g, 5 min, 4 °C) 

bevor die Zellen zur Messung des Ausgangswertes erwarmt wurden (5 min; 37 °C). Bei 

vorheriger Beladimg der Zellen mit anti-FcyR-Antikorpem aus der Maus erfolgte 

anschlieBend die Zugabe des "Proteinvemetzers" (= "linker") in Form des Ziege anti-Maus- 

IgG-Antikorpers (50 |J.g/ml). 

Beim erstmaligen Einsatz unbekannter Inhibitoren wurde der Ansatz nach der Messimg des 

Ausgangswertes halbiert und die eine Halfte mit dem Stimulus/"linker" versetzt, waliiend 

die andere Halfte das entsprechende Volumen an Puffer erhielt ("Scheinstimulation"), 

AuBerdem erfolgte hier eine weitere Vitalitatskontrolle durch Zugabe von Propidiumjodid 



2. Material und Methoden 29 

in den stimulierten Ansatz mit emeuter Bestimmung des Anteils toter Zellen nach erfolgter 

"bursf'-Messung. 

2.7.1.2 Chemolumineszenz-Assay 

Der Chemolumineszenz (CL)-Ansatz (1 ml) bestand aus 400 \il Krebs-HEPES-Puffer mit 

0,1% BSA, pH 7,4, 100 [il Zellsuspension (1-10 x 10^ Zellen), 100 ]xl Meerrettich- 

Peroxidase (10 Einheiten/ml) und 200 |j.l Luminol (10 ^iM; Stammlsg.: 10 mM in DMSO). 

Nach Vorinkubation dieses Ansatzes bei 37 °C ftir 15 min erfolgte die Auslosung der 

"respiratory bursf'-Reaktion (durch Zugabe iiber Dispensoren; Modell SVG; alle Gerate 

von Bio-Orbit, LKB Wallac; Fa. Colora, Lorch/Wiirttemberg) von 200 \il Stimulus 

[entweder PMA oder f-MLP; Konzentrationen wie oben; die CytB-Zugabe erfolgte hier 

systembedingt zusammen mit f-MLP)]. Die Messung der Chemolumineszenz erfolgte in 

ernem Luminometer (Modell 1251; Bio-Orbit). Die Lichtproduktion wurde iiber einen 

Zeitraum bis 60 min nach Stimuluszugabe aufgezeichnet. Das Integral der CL iiber 20 min, 

soweit notwendig nach Abzug des jeweiligen KontroUwertes, wurde bestimmt. Die 

Auswertung erfolgte mit Hilfe des "Phagocytosis Assays" der Multiuse-Software, 

Versionen 1.08 bzw. 2.01 (Bio-Orbit). 

2.7.1.3 Nitroblau-Tetrazolium-Reduktionstest 

Zum NBT-Reduktionstest wurden gleiche Volumina einer Zellsuspension (2 x 10^ 

Zellen/ml) mit einer Losung aus 0,2% NBT und 100 ng PMA/ml bei 37 °C fur 20 mm 

inkubiert und unter wenigstens 200 Zellen der Anteil an Zellen mit purpurblauem 

Prazipitat (als NBT+-Zellen) mittels Lichtmikroskopie in emem Hamozytometer 

ausgezahlt. 

2.7.1.4 Herstellung von hmnunkomplexen 

Die Praparation von unloslichen Immunkomplexen erfolgte gemaB Brunkhorst et al. 

(1991). Dazu wurden - auf Gewichtsbasis - 1 Teil Rinderserumalbumin (BSA) in Wasser 

gelost und mit 10 Teilen anti-BSA-Antikorpem (polyklonal aus dem Kaninchen; nach 

Rekonstitution in PBS, pH 7,0) zunachst 2 h bei 37 °C und dann uber Nacht bei 4 °C 

inkubiert. Das hnmimkomplex-Prazipitat (5 min, 14.000 x g) wurde dreimal mit PBS, pH 

7,3 gewaschen, danach in PBS aufgenommen. Die Protein-Bestimmimg erfolgte gegen 

BSA als Referenzsubstanz mit Hilfe eines Kits (Bio-Rad Protein Assay; Bio-Rad, 

Miinchen), der auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums einer sauren Coomassie 

Brilliant Blue G-250-L6sung durch Bindung an Protein von 465 nm nach 595 rmi beruht. 
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Das Staimnkonzentrat wurde auf 6 mg Immimkomplexe/ml in PBS mit 0,1% Na-Azid 

eingestellt und bei 4 °C gelagert. 

2.7.2 Phagozytose-Test 

Der Phago^ose-Test wurde mit einem kommerziell erhaltlichen Kit ("PhagoTest®"; 

ORPEGEN, Heidelberg) durchgeflihrt. Er beinhaltet als wesentliche Komponente fixierte, 

mit Humanseram opsonierte, FITC-konjugierte E. coli-Bakterien. HL-60 Zellen wurden 

dazu in Mschem Medium auf eine Zelidichte von 5 x lO^/ml eingestellt, davon 50 [xl (2,5 x 

10^ Zellen) in die Vertiefimgen ("well") einer 96-well Mikrotiter-Platte mit Rundboden 

(Greiner, Nijrtingen) gegeben und mit jeweils 10 |il E. coli-Suspension bis zu 60 min bei 

37 °C inkubiert. Auf Eis verbliebene Ansatze mit Bakterien dienten als KontroUen. Der 

Phago^osevorgang wurde durch Transfer der Ansatze bei 37 "C zurtlck auf Eis 

angehalten und die Fluoreszenz adharenter, aber nicht-phagozytierter Bakterien durch 

Inkubation mit der "Quench"-L6sung des Kits (100 ^il/Ansatz) unterdruckt. Nach Waschen 

der Zellen mit der Waschlosung des Kits wurden die Zellen in 1,5% Formaldehyd (in PBS) 

fiir 5 min bei RT fixiert, emeut gewaschen und in der "DNA-Farbelosung" der Kits 

(Propidiumjodid) ftir die durchfluB^ometrische Analyse (s. Kap. 2,9) resuspendiert. 
Der Phagozytose-Ansatz mit Vollblut wurde gemafl den Angaben des Herstellers des Kits 
vorgenommen. Die notwendige Lyse der Erythrozyten mit dem Lysereagenz des Kits 

erfolgte in Abwandlung der vorherigen Methode nach dem "Quencli"/Waschschritt, gefolgt 

von einem weiteren Waschschritt nach der Lyse. 

2.8 Immunphanotypisierung 

Die Immunphanotypisierung von HL-60 Zellen hinsichtlich der Expression von Ober- 

flachenantigenen (CD-Epitope und Formylpeptid-Rezeptor) erfolgte zur Bestimmimg ihres 

Differenzierungsgrades nach Induktion der Differenzierung mit DMSO. Die Darstellbarkeit 

von Phosphotyrosinresten an Proteinen im Zellinnem diente als relativ grebes Mafi fiir 

erfolgte Zellaktivierung, die mit Proteintyrosinkinase-Aktivitat einhergeht. 

2.8.1 Expression von CD-Antigenen 

Zur Immunphanotypisierung hinsichtlich der Expression von CD-Antigenen wurden die 

HL-60 Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen (400 x g; 5 min, 4 °C) und die Zell- 

konzentration mit PBS auf 4 x 10^ Zellen/ml eingestellt. 25 ^il Zellsuspension (10^ Zellen) 
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wurden in die Vertiefimgen einer 96-well Mikrotiter-Platte gegeben und jeweils 5 \il der 

direkt-konjugierten monoklonalen Antikorper (mAK) hinzugefligt. Nach Inkubation fur 30 

min bei Dunkelheit auf Eis wurde der Ansatz mit 150 |j,l PBS (mit 0,1% Na-Azid; "PBS- 

Azid") gewaschen und die Zellen in 1,5%-iger, PBS-gepufferter Formaldehyd-Losung 5 

min bei RT fixiert. Nach emeutem Waschen (100 ^1 PBS-Azid) erfolgte die Au&ahme der 

Zellen in Tragerlosung fur die Durchflulizytometrie ("FACSFlow™", BD) zur Lagerung 

bis zur Analyse innerhalb von 24 h bei 4 °C. Die Negativ-ZIsotypenkontroUe bestand aus 
mAK gegen das Hamocyanin der Napfschnecke, sowohl als FITC (IgGj)- als auch als PE- 

Konjugat (IgG2a; SimulTest Control™; BD) bzw. aus IgGi-FITC und -PE; Medac). 

Die Immunphanotypisierung der Granulozyten aus Vollblut mit der Lyse der Erythrozyten 

nach der Markierung der Zellen erfolgte gemaB der Anleitung des "SimulTest Immune 

Monitoring Kits™" (BD; Kaffenberger et al. 1996). 

2.8.2 Expression des Formylpeptid-Rezeptors (FPR) 

Nach zweimaligem Waschen (s.o.) wurden die HL-60 Zellen in kaltem HBSS auf 10^ 

Zellen/ml eingestellt und mit 100 nM f-MLP-analogem Hexapeptid (f-Nle-Leu-Phe-Nle- 

Tyr-Lys)-FITC (Stammlsg.: 1 mg/ml in DMF) ftir 30 min bei Dunkelheit auf Eis inku-biert. 

KontroUansatze enthiehen Zellen mit den entsprechenden Volumina Losungsmittel bzw. f- 

MLP. Nach Waschen in HBSS erfolgte sofort die durchfluBzytometrische Analyse (s. Kap. 

2.9). Um die hitemalisation des FPR zu verhindem (Janeczek et al. 1989), erfolgten die 

ersten Untersuchungen in Anwesenheit von 0,1% CytB (Sirak et al. 1990). Eigene 

Vergleiche zeigten jedoch, daB bei strikter Durchfuhrung des Ansatzes bei 4 °C kein CytB- 

Effekt nachweisbar ist, so daB in spateren Versuchen darauf verzichtet wurde. 

2.8.3 Markierung von intrazellularen Phosphotyrosinresten an Proteinen 

Die Darstellung intrazellularer Phosphorylierungen an Tyrosinresten erfolgte gemaB Farahi 

Far et al. (1994). Frische Vanadiumhydroperoxid-Losung ("Pervanadat"; Inhibitor von 

Protein-Tyrosin-Phosphatasen; siehe Kap. 3.2.4) wurde dazu durch Oxidation von 5 mM 
Na3V04 mit 1 mM H2O2 fiir 15 min bei RT mit nachfolgender Katalase-Behandlung (200 

M-g/ml, 15 min, RT; zur Entfemung von iiberschiissigem H2O2) hergestellt und innerhalb 

von 2 h nach Ansetzen verwendet (s. dazu Fantus et al. 1989). Nach Auslosen der 

"respiratory burst"-Reaktion (siehe Kap. 2.7.1) in Anwesenheit von 200 |iM Pervanadat 

(Konzentration bezogen auf die Konzentration des eingesetzten Ortho-Vanadats) wurden 

die Zellen in Eiswasser abgekiihlt (2 min) und pelletiert (400 x g; 5 min, 4 °C). Das 

Zellpellet wurde in 1% Formaldehyd (in PBS, pH 7,2) fur 30 min bei 4 °C fixiert und nach 

Zentrifugation wie oben fiir 10 min mit 0,05%) Saponin (in PBS) bei RT permeabilisiert. 

Nach emeuter Zentrifugation wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit 
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0,1% BSA (in PBS, pH 7,6 mit 0,1% Tween 20) fur 30 min auf Eis blockiert. Die 

Darstellung von Tyrosinphosphoiylierungen (PY) an Proteinen erfolgte mit einem mAK 

gegen PY (aPY-FITC, Klon PT-66) unter saturierenden Bedingungen (20 (ig/ml) fur 30 
min auf Eis im Dunkeln im Vergleich gegen eine FITC-Isotyp- (IgGi)-Kontrolle (MOPC- 

21) nach Verdiinnung in PBS mit 0,1% BSA und 0,1% NaNj. Danach erfolgte ein 

Waschgang in PBS mit BSA und NaN3 wie oben, 

2.8.4 Darstellxmg des filamentaren Actins des Zytoskeletts 

Zur Darstellung des filamentaren Anteils des Actins (F-Actin) des Zytoskeletts mittels 

NBD-Phallacidin nach Barak et al. (1980) wurden 1 x 10^ HL-60 Zellen in 800 ^il Hanks'- 

HEPES-Puffer (nach Howard & Meyer 1984; s. Kap. 2.1.1) aufgenommen und mit 200 |il 

Fixierlosung (s. Kap. 2.1.1) ftir 10 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem Zentrifugations- 

schritt (350 x g, 5 min, RT) wurden die Zellen in Hanks'-HEPES-Puffer resuspendiert (5 

ml), emeut gewaschen (s.o.) und in 500 \il Hanks'-HEPES-Puffer zur durchflulJzyto- 

metrischen Analyse (s. Kap. 2.9) innerhalb einer Stunde aufgenommen. Als Negativ- 

kontrolle diente eine Fixierlosung, die anstelle von NBD-Phallacidin das Losungsmittel 

Methanol enthielt. Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit von MelJserien untereinander 

wurde hierbei das DurchflulJ:^ometer (s. Kap. 2.9) mit Hilfe von "grun"-fluoreszierenden 

Kalibrierktigelchen ("beads"; 6,1 (im Durohmesser; Polysciences, Eppelheim) vor jeder 

Meflreihe dadurch geeicht, dalJ die mittlere Fluoreszenzintensitat der "beads" immer auf 

eine bestimmte Kanalzahl eingestellt wurde. 

2.9 DurchfluB^ometrie 

Die DurchflulJzytometrie ist ein MeBverfahren zur simultanen Bestimmung mehrerer 

Zellparameter, die durch Streulicht- oder Fluoreszenzsignale definiert sind. Die Signale fiir 

Vorwarts- und Seitwartsstreulicht stellen relative MaBe ftir Zelldurchmesser ("GroBe") 

bzw. -granularitat dar. Je nach fluoreszierendem Agens konnen Fluoreszenzsignale ftir 

DNA-Gehalt der Zellen, flir die Bindung eines Fluorochrom-konjugierten Antikorpers an 

ein intrazellulares (s. Kap. 2.8.3 und 2,8.4) oder Oberflachen-Epitop (s. Kap. 2.8.1 und 

2.8.2) oder fur eine zellulare Reaktion wie der Bildung von Sauerstof&adikalen 

("respiratory burst"; s, Kap. 2.7.1.1) stehen. 

Alle durchfluBzytometrischen Analysen wurden an einem FACScan-Gerat und dem 

CONSORT 30 Datenanalysesystem (FACScan Research Software) auf einem Hewlett 

Packard Computer (alle Komponenten von BD) vorgenommen. Das Gerat ist mit einem 15 

mW-Argon-Laser ausgestattet, dessen einzig verwertbare Emissionswellenlange bei 488 
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nm liegt. Linear verstarkte Vorwarts- und Seitwarts-Streulichtsignale wurden zur positiven 

Identifikation der Zellpopulationen und zur Ausgrenzung von Zelltrummem (elektro- 

nisches "gating") benutzt. Fluoreszenzsignale wurden auf einer logarithmischen Achse uber 

4 Dekaden (1 - 10.000) dargestellt, wobei die "Grun"-Fluoreszenz (des DHR 123, des 

Fluoresceins bzw. des FITC vmd des NBD-Phallacidins) durch ein Bandfilter (530 ± 15 

nm) definiert ist, die "Orange"-Fluoreszenz des PE durch ein 2. Bandfilter (585 ± 21 nm) 

und die "Rot"-Fluoreszenz des Propidiumjodids durch ein sog. "long-pass"-Filter (> 650 

nm). Es wurden Streulicht- und Fluoreszenzsignale von 1.000 bis 5.000 Zellen/Probe in 

"list mode" aufgezeichnet und in Form von 2-parametrigen "dot plot"- und/oder 1- 

parametrigen Histogramm-Darstellungen (s. Abb. 15) ausgewertet. 

Die von der Software auf eine lineare (lin) Achse von 1024 Kanalen berechneten mittleren 
Fluroeszenzintensitaten   der   Verteilungen   wurden   mit   Hilfe   der   Formel   Yn   ■.   = 

1,009035022X0'") auf die logarithmische (log) Achse umgerechnet (Kaffenberger et al. 

1992; Rohr & Kaffenberger 1993). Die Ergebnisse der Phagozytose-Aktivitat, der FPR- 

Expression oder der Expression von CD-Antigenen sind als Prozentzahl Phagozytose-, 

Hexapeptid- oder CD-positiver Zellen angegeben, wobei der Anteil falsch-positiver Zellen 

der KontroUansatze (Eis-Kontrollen der Phagozytose; ohne Hexapeptid bzw. mit irrelevan- 

tem Antikorper/Isotyp-KontroUe inkubiert) subtrahiert wurde. Die Formylpeptid-Rezeptor- 

dichten, die "respiratory burst"-Reaktivitat und die F-Actin-Gehalte sind als Kanalzahl der 

mittleren Fluoreszenzintensitat nach Umrechnung auf die logarithmische Achse angegeben. 

Die "respiratory burst"-Reaktivitat wurde z.T. auch als "Faktor" (vgl. Abb. 16) nach 

Beriicksichtigung des unstimulierten Ausgangswertes (T = 0 min) durch die Anwendung 

folgender Fomel ausgedriickt: 

Mittl. Kanalzahl (j = ^ min)" Mittl. Kanalzahl (j = Q min) 

"Faktor" =  

Mittl. Kanalzahl (j = Q ^^y 

2.10 RNA-Isolierung und "Northern blot" 

Das "Northern blot"-Verfahren dient der Untersuchung von Veranderungen der trans- 

kriptionellen Aktivitat von Zellen fl\r ein bestimmtes Gen durch Bestimmung des relativen 

Gehaltes der entsprechenden mRNA. 

Die RNA-Gewinnung erfolgte nach Chomczynski & Sacchi (1987). Dazu wurden ca. 100 x 

106 HL-60 Zellen pelletiert und zu ca. 300 |il Zellpellet nacheinander 700 ^1 Guanidin- 
thiocyanat-Losung (s. Kap. 2.1.1), 70 |al 2 M Nag-Acetat, pH 4,0, 700 ^il wassergesattigte 

Phenol-Losung und 140 |j.l Chloroform/Isoamylalkohol (49:1, v/v) hinzugefligt. Der 

Zellaufschlufi wurde homogenisiert und 30 min auf Eis aufbewahrt. Nach Zentrifugation 
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(18.000 X g; 20 min, 4 °C) wurde die wassrige Phase entnominen und im Verhaltnis 1:2 

mit absolutem Isopropanol gemischt. Nach Lagerung (1 h bei -70 °C oder tlber Nacht bei - 

20 °C) wurde die RNA pelletiert (Zentrifogation wie oben), mit 80%-igem Athanol 

gewaschen, mit Hilfe einer Evaporations-Kiihlzentrifuge ("UNIVAPO UVC 150 H", 

UniEquip, Martinsried) getrocknet und zur photometrischen Quantifizierung der RNA bei 

260 nm in Wasser gelost. 

Zur RNA-Elektrophorese wurden 1% Agarose-Gele in 10 mM Phosphatpuffer pH 6,6 

gegossen (Casting Tray; Pharmacia); 10 ^ig RNA wurden in "Denaturier-Puffer" (s. Kap. 

2.1.1) aufgenommen, durch Erwarmen (50 "C, 30 min) denaturiert und ca. 90 min bei einer 

Spannung von 80 V elektrophoretisch aufgetreimt. Die RNA wurde wie tlblich fiber ca. 12 

h mit 20 X SSC auf Nylonmembranen ("Hybond™ N"; Amersham, Braunschweig) 

"geblottet" ("Northern blot") und durch Erhitzen fiir 1 h bei 80 °C auf der Membran fixiert. 

Die Vorhybridisierung (Losung: s. Kap. 2.1.1) der Membran erfolgte fiir > 4 h bei 42 °C, 

die Hybridisierung mit a-P-32-dCTP-markiertem (222 TBq/mmol) 14-Kilobasen-Segment 

des Exons 4 einer human p-Actin-cDNA (ATCC) (0,5 bis 0,8 x 10^ cpm/ml 

Vorhybridisier-Losung) fiir 12 bis 24 h bei 42 °C. Die in vitro-Markierung der Nukleotide 

wurde mit Hilfe des "Megaprime™ DNA Labelling Systems" (Amersham) entsprechend 

der spezifischen Anleitung des Herstellers und unter Verwendimg von "random nonamer 

primem" vorgenommen. Nichteingebaute Nukleotide wurden tiber Gelfiltration ("Quick- 

Spin™-Saulen, Sepharose G50) entfemt. Die zweimal mit Waschpuffer (s. Kap, 2.1.1) 

gespulte Membran wurde zusammen mit einem Rontgenfilm (Kodak X-OMat™ AR 50) in 

einer Filmkassette ("Hypercassette™") mit "Hyperscreen™"-Verstarkerfolie (Amersham) 

bei -70 °C exponiert, danach der Film entwickelt und der Schwarzungsgrad der P-Actin- 

mRNA-Banden Laser-densitometrisch quantifiziert (Pharmacia LKB, Freiburg; Modell 

Ultroscan XL, Software: GelScan XL, Version 2.1, auf einem Olivetti-Computer M 28). 

Der relative mRNA-Gehalt wurde unter Berilcksichtigung des relativen 18S-rRNA-Gehal- 

tes der Zellen (nach Laser-Densitometrie der Ethidiumbromid-gefarbten rRNA) errechnet. 

2.11 Immunprazipitation und "Western blot" von Proteinen 

Das "Western blot"-Verfahren bestimmt den relativen Gehalt eines Proteins oder von 

Proteinen mit gemeinsamen Charakteristika (z.B. Vorhandensein von phosphorylierten 

Tyrosinresten in Proteinen; vgl. Kap. 2.8.3) eines Zellextraktes dmch Markierung der 

gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit spezifischen Antikorpem. Der exakte 

Nachweis des Vorliegens eines bestimmten Proteins erfolgt tiber seine relative gelelektro- 

phoretische Mobilitat (Molekulargewicht) in Verbindung mit der Detektion durch den 

Antikorper, dessen Bindimg an das Protein wiederum chemoluminometrisch durch die 

Schwarzimg eines Films (s.u.) bestimmt wird. In das "Western blot"-Verfahren konnen 
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entweder Gesamtproteinextrakte oder Proteine nach deren Anreicherung durch Ausfallimg 

aus dem GesamtaufschluB mittels spezifischer Antikorper ("Immunprazipitation"; s.u.) 

eingesetzt werden. 

HL-60 Zellen oder Granulozyten (5-40 x 10^) wurden mit eiskaltem PBS, pH 7,3 

gewaschen, resuspendiert, im gleichen Volumen (800 |j,l) "HNTG"-Lysepuffer (s. Kap. 

2.1.1) aufgenommen und durch mehrmaliges Aufziehen in eine 1 ml-Spritze mit G20- 

Kanule homogenisiert. Zur Immunprazipitation wurden die Lysate mit 40 \i\ vorge- 

quollener Protein A-Sepharose versetzt und 15 min bei 4 °C unter gelegentlichem 

Schiittein inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 x g, 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand 

mit 10 \x\ (= 1 |ig) spezifischem Primarantikorper (monoklonal oder polyklonal; Santa 

Cruz) versetzt (1 h bei 4 °C) und nach Zugabe von 20 \il Protein A-Sepharose weitere 30 

min bei 4 °C inkubiert. Danach wurde das Pellet zweimal mit HNTG-Lysepuffer 

gewaschen und in 2x-Lysepuffer fiir "Western blot" (s. Kap. 2.1.1) aufgenommen. 

Die Proteine oder Immunprazipitate aus gleicher Anzahl aufgeschlossener Zellen wurden 

denaturiert (5 min, 100 °C) und in Vertikalelektrophorese (LKB2001 Vertical-Elektro- 

phorese-Kammer) in denaturierendem 10% Polyacrylamid-/0,85% SDS-Gel mit 3,6%-igem 

Polyacrylamid-Obergel aufgetrennt (200 mA; Elektrophorese-Puffer: s. Kap. 2.1.1). Nach 

elektrischem Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schiill, 

Dassel; 3 h bei 0,25 mA/cm2; "Western blotting"-Puffer: s. Kap. 2.1.1) wurden 

unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation der Membran mit 5% Magermilchpulver 

in PBS iiber Nacht bei 4 °C geblockt, danach 30 min bei RT in obiger Losung mit 0,05% 

Tween 20 inkubiert ("Blotto"-Puffer, s. Kap. 2.1.1). Die Detektion spezifischer Proteine 

erfolgte durch Inkubation der Membranen mit geeigneten spezifischen Primarantikorpem 

(mono- oder polyklonal; nach 1:50-Verdiinnung in "Blotto"-Puffer) far 45 min bei RT in 

"Blotto"-Puffer. Nach zwei Waschschritten (2x7 min in PBS mit 0,05% Tween 20) folgte 

die Inkubation der Membranen fur 30 min mit geeigneten (Ziege-anti-Kaninchen- oder 

anti-Maus-IgG) Peroxidase-Konjugaten sekundarer Antikorpem (1:1.000 bis 1:1.500 

verdiinnt; Santa Cruz). Nach emeutem Waschen (2 x 5 min in PBS mit 0,05% Tween 20; 1 

X mit PBS) wurde das (Luminol)-verstarkte Chemolumineszenz-Verfahren ("enhanced 

chemiluminescence", ECL; Amersham) zum Nachweis der relativen Proteinmengen auf 

der Membran durch Exposition von Lumineszenzfilmen ("Hyperfilm'^'^-ECL"; Amersham) 
eingesetzt. Dazu wurden die ECL-Reagenzien A und B (Luminol und H2O2) zu gleichen 

Teilen gemischt und in einem Volumen von 125 i^l/cm^ Membran verwendet. Die 

Expositionszeiten betrugen 10 sec bis 30 min. Die Spezifitat des Nachweises wurde durch 

Vorinkubation des Primarantikorpers mit entsprechenden Kontrollpeptiden und der damit 

verbundenen Nicht-Detektion des spezifischen Signals gepruft. Die Molekulargewichts- 

marker-Proteine des "RainbowT'^"-Cocktails dienten zur Abschatzung der Molekular- 

gewichte der detektierten Proteine. 
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2.12 Proteinkinase C (PKC)-Aktivitatsassay 

Da PKC-Aktivitat eine besondere Bedeutung bei der Aktivienmg der "respiratory burst"- 

Oxidase beigemessen wird (vgl. Kap. 1.1.4), war es notwendig die Enzymaktivitat im 

Rahmen dieser Studie und besonders nach Bestrahlung der Zellen zu untersuchen. 

Die Bestimmung von PKC-Aktivitat erfolgte mit Hilfe des "PKC-Enzym Assays" der Fa. 

Amersham, exakt gemaB den Anweisungen der Herstellerfirma. Er beniht auf der PKC- 

katalysierten Ubertragung der P-32-markierten Y-Phosphatgruppe von ATP auf den 

ITireonin-Rest eines PKC-spezifischen Peptids unter Reaktionsbedingungen, welche die 

maximale Aktivierung Ca2+-abhangiger sowie Ca2+-unabhangiger PKC-Isoenzyme garan- 

tieren sollen. Die Lipidmischimg der "component mixture" (s.u.) enthalt dazu eine 

Dispersion aus L-a-Phosphatidyl-L-serin und PMA. 

Bei der Versuchsdurchfuhrung wurden 5 bis 50 x 10^ Zellen (in PBS gewaschene, isolierte 

GTanulo2yten oder HL-60 Zellen nach unterschiedlichen Zeiten der DMSO-Behandlung 

imd/oder Bestrahlung) mit oder ohne PMA-Stimulation (10 min bei 37 °C) in 1 ml 

eiskaltem HomogenisationspufFer (s. Kap. 2.1.1) aufgenommen und durch zweimalige 

Ultraschallbehandlung (jeweils 10 sec auf Eis mit zwischenzeitlichem Kuhlen) aufge- 

schlossen, Zur Abtrennung groBerer Zellbruchstticke/Zellkeme erfolgte ein Zentrifo- 

gationsschritt (5.000 x g; 5 min bei 4 °C). Ein Aliquot des Aufschlusses wurde direkt 

gemessen ("Gesamtaktivitat"), wahrend der groflere Rest durch Ultrazentrifiigation 

(Beckman Ultrazentrifuge Modell L5-50, Rotor SW 60Ti; Beckman, Miinchen; 100.000 x 

g, 1 h bei 4 °C) in eine zytosolische ("Uberstand") und eine Membranfiaktion ("Pellet") 

getrennt wurde. Das Pellet wurde emeut in 1 ml Lysepuffer aufgenommen und in einem 

Handhomogenisator homogenisiert. 

Der Reaktionsansatz (75 jil) besteht aus je 25 |j,l "component mixture" (zusammengesetzt 

aus gleichen Teilen Ca-Puffer, Lipide, Peptid-PufFer und DTT-Puffer des Kits), Mg2+-P- 

32-ATP-Puffer (10 |iCi/ml = 370 kBq/ml, spez. Aktivitat: 148 TBq/mmol) und Zelllysat. 

Nach Inkubation des Ansatzes bei 25 °C fur 15 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 

100 |il "Stop-Reagenz" beendet imd 125 |il des Ansatzes auf ein "Bindungspapier" des Kits 

iiberfiihrt, Nach zweimaligem Waschen (je 10 min) mit pro Papier jeweils 10 ml 5% 

Essigsaure wurden die Filterpapiere in Szintillationsgefafle transferiert und die Radio- 

aktivitat mit "Rotiszint® eco plus" (Roth, Karlsruhe) als Szintillationsflussigkeit bestimmt 

(Beckman Fliissigkeitsszintillationszahler, Modell LS 3801; Beckman). Die Bestimmungen 

wurden z.T. zweifach vorgenommen und Ansatze ohne ZellaufschluB, aber mit dem 

entsprechenden Volumen Lysepuffer, dienten als KontroUen. 
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2.13 Lipidextraktion 

Lipid-"2iid messenger" sind die physiologischen Aktivatoren von PKC-Isoenzymen (vgl. 

Kap. 1.1.4). Zur Quantifizierung der moglichen Verandemngen von Lipiden nach Bestrah- 

lung und/oder Stimulation der Zellen wurde zunachst eine Extraktion der Gesamtlipide 

vorgenommen. Nach Einfuhren einer chromophoren Gruppe zur Detektion der Lipide im 

UV-Bereich erfolgte die Analyse dieser Proben mit dem hochsensitiven MeBverfahren der 

Hochleistungs-Flussigkeitschromatografie (HPLC; s. Kap. 2.14). 

Zur Lipidextraktion wurden die in PBS gewaschenen Zellen in Hanks'-Puffer iiberfuhrt (7 x 

lO^/ml), bestrahlt oder scheinbestrahlt und mit f-MLP (+ CytB) stimuliert. Pro ml 

Zellsuspension wurden je 2 ml Chloroform und Methanol zugegeben und 1 min durch 

kraftiges Schiitteln homogenisiert. Nach Filtration (Btichnertrichter) wurde das Filtrat 

zentrifugiert (25.000 x g; 15 min, 4 °C; Sorvall Zentrifuge, Modell RC, SS-34 Rotor), die 

Chloroform-Phase entnommen und mittels eines Rotationsverdampfers ("Rotavapor R"; 

Fa. Biichi, Flawil, Schweiz) unter Vermeidung hoherer Kolbentemperaturen als 30 °C 

eingeengt. Die getrockneten Lipide wurden in 500 |J1 Benzolgemisch (mit 5 mg Benzoe- 

saureanhydrid vmd 2,5 mg 4-(Dimethylamino)-Pyridin) gelost und fur 3 h bei RT inkubiert, 

danach die Reaktion durch Zugabe von 500 \il konzentriertem Ammoniak ftir 15 min bei 

RT gestoppt. Eine emeute Lipidextraktion erfolgte mit 2,5 ml Acetonitril, 0,5 ml Wasser 

sowie 3 ml Hexan. Nach Zentrifugation (25.000 x g, 10 min, 4 °C) wurde die Hexanphase 

entnommen, die Restphase 2 mal mit je 3 ml Hexan reextrahiert und der vereinigte 

Hexanextrakt schonend eingeengt. Zur Analyse mittels HPLC wurden die Proben in 100 ^il 

Laufmittel [100 Volumeneinheiten (VE) Hexan, 3 VE tert-Butylmethylather, 0,045 VE Iso- 

Butylalkohol) aufgenommen. Standardsubstanzen wurden entsprechend behandeh und 

dienten der Identifikation die Lipide anhand ihrer Retentionszeiten in der HPLC-Analyse. 

2.14 HPLC-Analyse 

Die Lipidanalyse erfolgte an einer HPLC-Anlage der Fa. Abimed/Gilson (Langenfeld) mit 

Datenverarbeitung mittels der Programme "Gilson HPLC System Controller 715" - Version 

1.01, "GME Key" - Version 1.31 und "GSIOC" - Version 1.5. auf einem Abimed- 

Computer ("Wisdom 386 Mega Speed"). 

Das MeBsystem setzt sich aus den folgenden Komponenten zusammen: 

Pumpen: Modell 306 

Manometermodul:     Modell 805 

Dynamikmischer:      Modell 81 IB 
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Detektor: Modell 116 (UV-Detektion bei 230 nm) 

Vorsaule: LiChroCART 4-4, gepackt mit Kieselgel LiChroSpher Si 60 

Trennsaule: "Hibar®" Edelstahl-Fertigsaule RT, 250-4, gepackt mit Kieselgel 

LiChroSpher® Si 100; (mittlere Kom- bzw. PorengroBen: jeweils 5 

nm bzw. 100 A; beide Saulen und Packungsmaterial von Merck) 

Die Auftrennung der Lipide erfolgte bei einem isokratischen Laufitnittelflufl von 1 ml/min 

bei RT. 

2.15 Biochemisch-fluorometrischer Nachweis von H2O2 

Der Nachweis von H2O2 als ein Produkt des "respiratory burst" (vgl. Kap. 1.1.3) kann auf 

verschiedene Art und Weise erfolgen. Der hier eingesetzte sensitive imd spezifische fluo- 
rometrische Assay beruht auf der von Peroxidase und H2O2 vermittelten extrazellularen 

Umwandlung des nichtfluoreszierenden Agens p-Hydroxyphenyl-Essigsaure (PHPA) zu 
einem fluoreszierenden Dimer [(PHPA)2; Hinshaw & Burger 1990; Nahum et al. 1990], 

Die Farbelosung besteht aus 1 mM PHPA und 20 Euiheiten (Meerrettich)-Peroxidase in 

modifiziertem Gey's Puffer (HEPES-gepufferter Phosphatpuffer mit 1,3 mM Mg2+, 1,5 

mM Ca2+, pH 7,3). Die Zellen wurden in der Farbelosung mit 100 ng/ml PMA stimuliert 

und bis zu 120 min bei 37 °C in Dunkeln inkubiert. Zu verschiedenen Zeiten wurden 

Aliquots entnommen, die Zellen pelletiert (5 min, RT, 800 x g) und der Uberstand im 

Fluorometer (Modell: SFM 25, Fa. Kontron Instruments, Eching; Anregungswellenlange: 

323 nm, Emission: 400 nm) gemessen. Die so erhaltenen relativen Fluoreszenzwerte 
wurden anhand einer Eichkurve in H202-Konzentrationen umgerechnet. 

2.16 Statistik 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal, z.T. mehr als zehnmal wiederholt. Die 

Unterschreitung der Mindestzahl ist jeweils durch Angabe der exakten Anzahl ("n = ...") 

ausdrticklich vermerkt. Soweit Fehlerbalken angegeben sind, handelt es sich um den Stan- 

dardfehler der Mittelwertes, der ebenso mit Hilfe der RS/1-Software (BBN Software 

Products Corporation, Cambridge, MA, USA) berechnet wurde wie die Signifikanzen. P- 

Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen. Diese MeBwerte sind in den Abbildungen 

mit * gekennzeichnet. Signifikante Strahleneffekte sind mit # gekennzeichnet. Bei 

offensichtlich signifikanten Effekten, wie z.B, der Hemmung des "respiratory burst" um 

90%, wurde auf eine separate Kennzeichnung verzichtet. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Strahlenbiologische, immunphanotypische und funktionelle 

Charakterisierung des HL-60 Modells 

In dieseni Kapitel des Ergebnisteils soil die gnmdsatzliche Eignung des HL-60-Modells fiir 

die Untersuchungen zur intrazellularen Signalubertragung nach Bestrahlung gemalJ der 3. 

Fragestellung der Einleitung (vgl. Kap. 1.4) aufgezeigt werden. Die dazu vorgenommenen 

Untersuchungen charakterisieren die HL-60 Zelle als strahlenempfindlich, mit einer 

Sensitivitat, die hamatopoetischen Progenitorzellen entspricht. Dies deckt sich der 

Einstufung als spate Progenitorzelle der Myelopoese, die "nur einen Schritt von ihrem 

Reifsein entfemt ist" (ein anonymer Joumal-Gutachter). Die weitere Charakterisierung der 

HL-60 Zellen beinhahet die im Laufe der Differenzierung stattfmdenden immun- 

phanotypischen und funktionellen Veranderungen (z.B. "respiratory burst") sowie die 

Auspragung molekularer und biochemischer Merkmale (PKC-Isoenzym-Muster und PKC- 

Aktivitat; p-Actin-mRNA-Expression, F-Actin-Gehah und Lipid-2nd messenger). 

Die Ergebnisse der Untersuchungen an HL-60 Zellen werden dabei - soweit moglich - 

jeweils mit denen an reifen neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes verglichen. 

3.1.1 Zellproliferation, Differenzierung und Uberleben nach Bestrahlung 

Die HL-60-Zellen wachsen unter den angewandten Kulturbedingungen (ohne Induktion zur 

Differenzierung) mit einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von ca. 23 h (Sendler et al. 

1993) bis zu einer Zelldichte von ca. 3 x lO^/ml, die am 5. Tag nach Anlegen der Kultur 

erreicht wird (Abb. 9). Metabolit-Messungen im Medium zeigen, dafi zu diesem Zeitpunkt 

Glucose und Glutamin praktisch aufgebraucht sind (Ergebnisse nicht gezeigt; Herzog et al.; 

Publikation in Vorbereitung). 

Die Liduktion zur Differenzierung der Zellen mit 1,25% DMSO verlangert nach dem 1. 

Tag nach Kulturbeginn die effektive Verdopplungszeit auf ca. 60 h, so daB bereits am 3. 

Tag ein Plateau bei einer Zelldichte von ca. 0,6 x 10^ Zellen/ml erreicht wird (Abb. 9). 

Bestrahlung mit 1 Gy gefolgt von DMSO-Gabe erhoht die effektive Verdopplungszeit auf 

ca. 74 h; am Ende der Beobachtungszeit wird eine Zelldichte von ca. 0,4 x lO^/ml erreicht 

(Abb. 9). 

Die "plating efficiency" DMSO-induzierter Zellen in Softagar nimmt von ca. 80% (nicht- 

induzierte Zellen) auf ca. 10% am 6. Tag nach Anlegen der Kultur als Ausdruck von 

Differenzierungsvorgangen und damit abnehmender Proliferation ab (Abb. 10). 
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Abb. 9: Wachstum von HL-60 Zellen in Kultur. 1 x 10^ Zellen/ml wurden in RPM 
1640-Medium am Tag 0 ausgesat (•), mit 1,25% DMSO behandelt (■) oder 
mit 1 Gy bestrahlt und mit DMSO behandelt (s). 

Abb. 10: 
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"Plating efficiency" DMSO-behandelter HL-60 Zellen m Softagar. Die 
Zellen wurden am Tag 0 mit DMSO zur Differenzierung induziert, zu den 
angegebenen Zeitpunkt in Softagar ausgebracht und die "plating efficiency" 
nach 7 d durch Auszahlen der fixierten und ge&bten Kolonien bestimmt. 
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Die Klonogenitat uninduzierter Zellen nach Bestrahlung ist in Abb. 11 dargestellt. Die 

Dosiseffektkurve zeigt in der iiblichen halblogarithmischen Darstellungsweise einen 

linearen Verlauf, ohne eine sog. "Schulter". Die strahlenbiologischen Kenngr6J5en Do und 
Dq wurden mit 0,63 Gy und 0 Gy bestimmt. 
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Abb. 11: Uberleben uninduzierter HL-60 Zellen nach Bestrahlung ("Klonierungs- 
test"). Die Zellen wurden unmittelbar nach dem Platieren in Softagar 
bestrahh und die Klone nach 7 Tagen fixiert, gefarbt und ausgezahlt. 

3.1.2 Phanotypische Veranderungen unter Differenzierung und/oder Bestrahlung 

Die veranderte Auspragung phanotypischer Merkmale ist neben anderen Kriterien (Verlust 

der hnmortalitat, Einstellung der Proliferation; s. Kap. 3.1.1) ein weiteres Kennzeichen 

eines ablaufenden Differenzierungsprozesses. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden 

Oberflachenepitope bestimmt, die der funktionellen Charakterisierung sowie der Reife- 

gradbestimmung und der Linienzuordnung hamatopoetischer Zellen dienen. Sie werden 

anhand ihrer CD ("Cluster of Differentiation")-Nummem benannt. 

Einige klassische Epitope von T-Lymphozyten (CD3, CDS, CD25) und B-Lymphozyten 

(CD 19) wurden erwartungsgemaU unter alien untersuchten Bedingungen von HL-60 Zellen 

nicht exprimiert (Ergebnisse nicht gezeigt). Konstitutiv waren zu jedem Untersuchungs- 

zeitpunkt und auf alien Zellen vorhanden die Antigene CDl la (a-Kette aus der Familie der 
P2-Integrine; bildet zusammen mit CDl8 Heterodimere: CDllx/CD18; leukozytares 

Adhasionsmolekul),   CD 15   (Marker  fur  myeloische  Zellen,  Kohlehydrat-Ligand  fur 
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endotheliales Selectin; Varki 1994), CD18 (s.o.), CD32 und CD64 (s.u.) sowie CD45, ein 

Rezeptor mit Protein-Phosphatase-Aktivitat (Cui et al. 1994), der alien reifen Leukozyten 

gemein ist (Ergebnisse nicht gezeigt; Roitt et al. 1995). Die Epitope CDI65 CD32 und 

CD64 bilden die Grappe der Rezeptoren fllr den konstanten Teil (Fc) von 

Immunglobulinen (Ig) der G-Klasse (y) - FcyRin, -II und -I (Hogg 1988; Ravetch 1994). 

Sie waren auf unterschiedlichen Niveaus stabil exprimiert (s.o. und Tab. 1), d.h, die Induk- 

tion der Differenzierung oder die Bestrahlung beeinflulJten die Expression dieser Rezep- 

toren nicht. Diese Aussage gilt auch fiir den "klassischen" Marker fur Helfer-T- 

Lymphozyten, CD4, der auch schwach auf Mono- und Granulozyten exprimiert wird 

(eigene Beobachtung). Er war auf einer HL-60 Subpopulation mit einem Anteil von ca. 

35% der Zellen unverandert durch die Induktion der Differenzierung oder die Bestrahlung 

vorhanden (Tab. 1). 

Abb. 12 faBt die Ergebnisse zu denjenigen Epitopen zusammen, die im Laufe der Differen- 

zierung und nach Differenzierung plus Bestrahlung der HL-60 Zellen zu Neutrophilen- 

ahnlichen Zellen Veranderangen erfahren. Dies betrifft die CD-Antigene CD lib, CDllc, 

imd CD 14 sowie den Formylpeptid-Rezeptor (FPR). CD 14 stellt den Rezeptor ftir den 

Komplex des bakteriellen Lipopolysaccharids (LPS) mit seinem physiologischen 

Bindungsprotein dar (Roitt et al. 1995). 

Uninduzierte HL-60 Zellen zeigen keine signifikante Expression der vier hier zuletzt 

aufgeftihrten Epitope. Induktion zur Differenzierung der Zellen verursacht deren Auspra- 

gung auf der Zelloberflache. Im Einzelnen werden ohne Bestrahlung folgende Anteile 

Rezeptor-positiver Zellen an der Gesamtpopulation 6 Tage nach Inkubation mit DMSO 

gefunden: CDllb: 90%; CDllc: 70%; CD14: 40%, CD16: 30%; CD64: 95%; FPR: 80%. 

Die Anstiege zu den genannten Anteilen verlaufen dabei z.T. unstetig und gehen fiber 

(Zwischen)-Maxima zu fruheren Zeitpunkten, wie z.B. CDllc- und CD14-Expression am 
3. Tag (Abb. 12). 

Diese zwischenzeitlichen Maxima werden verstarkt durch die Bestrahlung der Kulturen am 

Tag 0 mit 1 Gy (Abb. 12). Sie verursacht am Tag 3 bei der CD lib-Expression eine 

Zunahme um 20%. (ca. 50%o -» ca. 70%), bei der CDl Ic-Expression um ca. 25% (ca. 35% 

-^ ca. 60%), bei der CD14-Expression um ca. 20% (ca. 35% -^ ca. 55%) sowie beim FPR 

am 2. Tag um ca. 14% (18% -^ 32%; Kaffenberger & van Beuningen 1994). AUe 

aufgeftihrten Veranderangen einer verstarkten Epitopauspragung am 2. - 4. Tag nach 

Bestrahlung sind statistisch signifikant. Fur die Expression der CDllb-, CDllc- und 

CD14-Antigene konnte eine positive Korrelation zwischen der Strahlendosis (0 bis 2 Gy in 

0,5 Gy-Schritten) und dem Mittelwert des 1. Maximums der Rezeptorpositivitat ermittelt 

werden (Ergebnisse nicht gezeigt; Dyballa 1995). Zu spateren Zeitpunkten (je nach Antigen 

4.-6. Tag) werden keine Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Kulturen 
mehr gefunden (Abb. 12), 
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Die durchschnittliche relative Rezeptordichte Antigen-positiver Zellen karni in der Durch- 

fluBzytometrie uber die mittlere Fluoreszenzintensitat der markierten Population bestimmt 

werden. Ein Strahleneffekt konnte hierbei nicht nachgewiesen werden, jedoch (fur CDl lb, 

CDllc und CD 14) eine zeitliche Abhangigkeit der zunehmenden Rezeptordichten von der 

Lange der Induktionsdauer, d.h. der Reifung der HL-60 Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt). 
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Abb. 12: Phanotypische Veranderungen von HL-60 Zellen nach Liduktion zur 
Differenzierung und Differenzierung plus Bestrahlung. HL-60 Kulturen 
vmrden angelegt, mit DMSO behandelt (•) oder mit 1 Gy bestrahlt und mit 
DMSO behandelt (■). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Zell- 
aliquots entnommen, mit den entsprechenden Antikorpem bzw. Hexapeptid 
(FPR) markiert und der Anteil Antigen-positiver Zellen an der Gesamt- 
population durchfluBzytometrisch bestimmt. Zur MeBproblematik bzw. zur 
MeBempfmdlichkeit der DurchfluBzytometrie siehe Kap. 4.1.2 bzw. 4.1.3. 
(#: signifikanter Strahleneffekt). 
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Tabelle 1 listet beispielhaft die phanotypischen Eigenschaften von HL-60-Granulozyten (6 

d nach DMSO-Induktion) im Vergleich zu uninduzierten HL-60 Zellen (0 d) und zu reifen 

Granulozyten des peripheren Blutes fiir eine reprasentative Phanotypisierung auf. 

Tab. 1: Vergleich des Phanotyps von HL-60 Zellen (0 d vs. 6 d nach Induktion der 
Diflferenziemng mit 1,25% DMSO) mit reifen Granulozyten des peripheren 
Blutes [Angaben in % der Gesamtpopulation]. 

Antigen* HL-60 Zellen Granulo^en 

Od 6d 

5§ 

>98 

>90 

>35 

>98 

>85 

>98 

ff soweit nicht auf alien drei Zelltypen konstitutiv exprimiert (siehe Text) 

§ alle Angaben unter Berucksichtigung des Anteils falsch-positiver Zellen der Negativ- 
KontroUen. 

3.1.3 Funktionelle Reifimg unter Differenzierung und/oder Bestrahlung 

Neben den phanotypischen Veranderungen (vgl. Abb. 12 und Tab. 1) kann als weiteres 

Kriterium fur die Differenzierung der HL-60 Zellen zu reiferen granulo2ytaren Zellen in 

Anwesenheit von DMSO die fimktioneiie Reifimg anhand der Entwicklung von Immun- 

kompetenz angesehen werden, die bei diesen Zellen anhand der Fahigkeit zur Phagozytose 

und/oder zur Auslosung der "respiratory burst'-Reaktion getestet werden kann. 

Uninduzierte HL-60 Zellen sind nicht in der Lage zu phagozytieren (Dyballa 1995), 

wahrend DMSO-behandelte Zellen eine kontinuierliche Zunahme der Phagozytoseaktivitat 

auf ca. 60% aktiver Zellen am 4. bis 6. Tag nach hiduktion zeigen. Die Kinetik der 

Phagozytose von HL-60 Zellen am Tag 5 iiber 60 min ist in Abb. 13 im Vergleich zu der 

reifer Granulozyten aus VoUblut gezeigt. Die Entwicklung der Phagozytose wird durch 

eine Bestrahlung der HL-60 Zellen mit 1 Gy am Tag 0 nicht signifikant beeinflulJt. 

CD4 35§ 35§ 
CDllb 5 90 

CDllc 3 70 

CD14 2 40 
CD16 30 30 
CD64 >95 >95 
Formylpeptid-Rezeptor 2 80 



3. Ergebnisse 45 

a 

N 

s 
S-l 

a 
fin 

100 

80 - 

60 - 

40 - 

20 - 

10      20      30      40      50 

Inkubationszeit [min] 

Abb. 13: Phagozytose-Aktivitat von HL-60 Zellen nach 5 d der Differenzierung imter 
DMSO. Die Zellen wxirden mit FITC-konjugierten, opsonierten E. coli- 
Bakterien inkubiert vind der Anteil Phagozytose-positiver Zellen durchfluB- 
zytometrisch bestimmt (•). Kinetik der Phagozytose reifer Granulozyten aus 
Vollblutansatz zum Vergleich (■). 

Die "respiratory bursf'-Aktivitat von Phagozyten kann auf unterschiedliche Art und Weise 

bestimmt warden. 1. Die Reduktion des Nitroblau-Tetrazolium (NBT)-Salzes zu einer 

wasserunloslichen Formazanverbindung testet nach geeigneter Stimulation der Zellen das 

intrazellulare Vorkommen von Superoxidanionen (Breitman et al. 1980), wahrend 2. die 
Bildung von Wasserstof^eroxid (H2O2) mittels der Farbstoffe DCFH und DHR 123 

dargestellt werden kaim, die durch Oxidation zu Fluorochromen warden (Bass et al. 1983; 

Rothe et al. 1988; vgl. dazu auch Kap. 4.2.1). 3. Die Chemia der Luminol-abhangigen 

Chemolumineszenz ist nicht eindautig bestimmt und umfalit mehrere Sauerstoffspezies und 

Enzyme (Myeloperoxidase; Brestel 1985; Edwards 1987; da Groot, pars. Mitteilung 1995; 

Chateau et al. 1996; vgl. Kap. 4.2.1). 

Die im Rahman diesar Arbeit eingesatzten in vitro-Stimuli der "respiratory burst"-Reaktion 

(PMA: 100 ng/ml; f-MLP: 1 ^M mit 10 ^iM CytB sowia Immunkomplexe: 120 |ag/ml) sind 

in diesen Konzentrationan nicht toxisch, d.h. sia stimuliaran zwar maximal den "respiratory 

burst", aber sie sind nicht zelltotend, wie entsprechende Untarsuchungan argaban 

(Ergebnisse nicht gazaigt). 
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Uninduzierte HL-60 Zellen sind nicht in Lage das NBT-Salz zu reduzieren. Diese 

Fahigkeit begimit sprunghaft zwischen dem 1. und 2. Tag nach Mduktion zur 

Differenzierung mit einem Anteil von ca. 70% NBT-positiver Zellen nach Stimulation mit 

PMA. Im weiteren Verlauf der Kultivierung der Zellen in DMSO steigt der Anteil auf ca. 
90% am 6. Tag (Abb. 14). 
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Abb. 14: Entwicklung der "respiratory bursf'-Reaktion wahrend der Differenzierung 
von HL-60 Zellen: 1. NBT-Test. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach 
Induktion der Differenzierung mit DMSO wurden Zellaliquots entnommen, 
in Anwesenheit des Nitroblautetrazolium-Salzes (NBT) 20 mui mit PMA 
stimuliert und der Anteil NBT-positiver Zellen durch lichtmikroskopisches 
Auszahlen von wenigsten 200 Zellen bestimmt. 

Die Oxidation von DHR 123 zu "griin'-fluoreszierendem Rhodamin 123 kaim in der 

durchflufi^ometrischen Analyse als eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat nach 

Stimulation der Zellen gemessen werden. Abb. 15 zeigt in sog. "Histogrammen" beispiel- 

haft eine derartige Fluoreszenzzunahme nach Stimulation von HL-60 Zellen (am Tag 5 

nach DMSO-hiduktion) mit PMA. Dabei ergibt sich eine relativ homogene Reaktion der 

mit PBS scheinstimulierten Zellen (Histogranmi C) wie der Phorbolester-stimulierten 

(Histogramm B), d.h. die Fluoreszenzanstiege betreffen alle Zelle mehr oder weniger 

gleichmaUig. Das AusmaB der uber alle Zellen gemittelten Fluoreszenzzunahme ist dabei 
ein relatives MaB fur die Litensitat der "respiratory burst"-Reaktion. Der in diesem Beispiel 

bestimmte Faktor der Fluoreszenzzunahme ("Stimulationsfaktor"; vgl. Kap. 2.9 und Abb. 
16)betrugca. 35. 
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Abb. 15: "Respiratory bursf'-Reaktion: 2. DurchfluBzytometrischer Nachweis mit 
Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) als Indikatorsubstanz. HL-60 Zellen (5 
Tage nach DMSO-Induktion) wurden 15 min mit DHR 123 beladen, nach 
Messen der Ausgangsfluoreszenz ("Histogramm" A) wurde der Ansatz 
halbiert und mit PMA (B) fur 60 min stimuliert bzw. mit PBS schein- 
stimuliert (C)'. 

Ohne Induktion zur Differenziening sind HL-60 Zellen nicht in der Lage DHR 123 zu 

oxidieren. Dies gilt sowohl fur die Stimulation der Zellen mit PMA als auch mit f-MLP 

(plus CytB). Die Stimulierbarkeit mit f-MLP setzt am 2. - 3. Tag nach DMSO-Behandlung 

ein und erreicht in ihrem AusmaB ein Plateau am 5. Tag, wahrend die zellulare Antwort auf 

den PMA-Stimulus kontinuierlich bis zum 6. Tag ansteigt (Abb. 16). Die Menge produ- 

zierter Sauerstoffspezies - gemessen als Fluoreszenzanstieg iiber den Ausgangswert - durch 

HL-60 Zellen 4-6 Tage nach Induktion ihrer Differenzierung mit DMSO betragt nach 

PMA-Stimulation ca. 50% der reifer neutrophiler Granulozyten (Kaffenberger & van 

Beuningen 1994) und wird durch entsprechende luminometrische Daten belegt (Ergebnisse 

nicht gezeigt). 

Das Luminol-verstarkte Chemolumineszenz-Verfahren der "respiratory burst"-Messung 

erlaubt neben der quantitativen Bestimmung der Sauerstoffradikale eine Aussage zur 

Kinetik ihrer Entstehung nach Stimulation der Zellen, z.B. mit PMA. Abb. 17 zeigt die 

Zunahme der Lichtausbeute auf ca. 215% am Tag 7 (bestimmt als das Integral uber die 

gesamte MeBzeit) zwischen den Tagen 3 und 7 nach DMSO-Induktion der HL-60 Zellen. 

Gleichzeitig verlagert sich der Zeitpunkt der maximalen Lichtausbeute ("Peakzeit") als 

MaJJ der Reaktionsgeschwindigkeit der Zellen von nahezu 50 min (Tag 3) auf ca. 13 min 

am 7. Tag (Abb. 17). Nach Stimulation der Zellen am 4 - 6. Tag mit f-MLP betragt diese 

mit 1-gipfliger Verteilung ca. 30 sec im Vergleich zu ca. 3-5 min bei Granulozyten mit 2- 

gipfliger Verteilung (Ergebnisse nicht gezeigt; s. Kap. 4.2.3.1.4). 
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Zeit nach Induktion [d] 

Abb. 16:         Entwicklung des "respiratoiy burst" wahrend der Differenzierang von HL- 
60 Zellen, Assay wie bei Abb. 15 [Stimulation mit PMA (•) bzw. f-MLP 
(■)], Ergebnis dargestellt als Faktor des Fluoreszenzanstiegs (s, Kap. 2.9). 
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Abb. 17: "Respiratory burst"-Reaktion: 3. Chemoluminometrischer Nachweis. HL-60 
Zellen nach DMSO-Induktion wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit 
Luminol und (Meerrettich)-Peroxidase aquilibriert und mit PMA stimuliert 
(60 min). Das Integral der Lichtausbeute ("Aktivitat"; •) ttber die gesamte 

. Stimulationszeit ist neben der Veranderung des Peakzeit (■) der maximalen 
Chemolumineszenz dargestellt. 
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3.1.3.1 Ausstattung von Granulozyten und HL-60 Zellen mit antioxidativen 

Mechanismen 

Da das im Zuge der "respiratory bursf'-Reaktion gebildete H2O2 als eine wesentliche 

Komponente des oxidativen Angriffs auf Zellbestandteile praktisch ungehindert Zell- 

membranen passieren kann (Test & Weiss 1984; Edwards 1994), ist zum Selbstschutz von 

Zellen mit "respiratory burst"-Aktivitat eine entsprechende Auspragung von antioxidativen 

Mechanismen zu erwarten. In reifen Granulozyten besteht ein wichtiges Element des 
antioxidativen Schutzes in Form von Katalase-Aktivitat zum Abbau von H2O2 zu Wasser 

(Edwards 1994). 

In HL-60 Zellen (Tag 5 nach DMSO-Induktion) ist dieser Selbstschutz vor H2O2 noch 

immer geringer ausgepragt als in Granulozyten. Ein biochemisch-fluorometrischer Nach- 
weis von H2O2 mit Hilfe von para-Hydroxyphenyl-Essigsaure im Reaktionsansatz zeigt 

zwei Stunden nach PMA-Stimulation der Zellen eine ca. 8-fach hohere Oxidanzien- 
Konzentration in HL-60 Zellen als in Granulozyten (Abb. 18). Die Anstiege der H2O2- 

Konzentrationen in den Ansatzen erfolgen kontinuierlich iiber 120 min, wobei die Kinetik 

der Produktion durch Granulozyten sehr viel flacher verlauft (Abb. 18). In Anwesenheit 

von 5 mM Na-Azid im Ansatz zur Inhibition von Katalase-Aktivitat (Bass et al. 1983) ver- 
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Abb. 18: Biochemisch-fluorometrischer Nachweis von H2O2 aus Granulozyten 
(PMN) und HL-60 Zellen (5 d DMSO) und Effekt von Na-Azid. Die Zellen 
wurden in Anwesenheit von para-Hydroxyphenyl-Essigsaure mit (u, ■) und 
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ohne (t, •) Na-Azid mit PMA stimuliert und H2O2 zu den angegebenen 
Zeitpunkten fluorometrisch gemessen. 

doppelt sich in etwa die Menge an gemessenem H2O2 der Granuloayten, wahrend Na-Azid 

in HL-60 Zellen keinen nennenswerten Effekt austibt (Abb. 18). Dieses Ergebnis zeigt im 
nicht-inhibierten Ansatz eine Kompetition zwischen dem H202-Nachweisreagenz und 

Katalase-Aktivitat um das Substrat und somit eine quantitative Unterschatzung des 
gebildeten Wasserstol^eroxids um ca. 50% in Qranulozyten. 

Die (Katalase)-Aktivitat aus Zellaufschlussen von 1 x 10^ Qranulozyten baut eine 500 |iM 
H202-L6sung innerhalb von 15 min bei 37 °C voUstandig ab, ist dutch 5 mM Na-Azid 

komplett hemmbar und hitzelabil (95 °C, 10 min) (Tab. 2), 

Tab. 2: Abbau von H2O2 (500 |iM) durch Enzymaktivitat(en) aus 1 x 10^ Zellen. 

ZellaufschluB + 5 mM Na-Azid 10', 95 °C Puffer 

H2O2 O^oi 100 9%2 98,9 

§ in [%] der eingesetzten Menge 

Die UV-spektrometrische Bestimmung von Katalase-Aktivitat bestatigt eine etwa doppelt 

so hohe Aktivitat in Qranulozyten im Vergleich zu HL-60 Zellen (Ergebnisse nicht 

gezeigt). Somit konnen HL-60 Zellen hinsichtlich ihres antioxidativen Schutzes durch 

Katalase im Vergleich mit reifen Qranulozyten als weniger geschiitzt betrachtet werden. 

Zumindest in undifferenzierten HL-60 Zellen soil Katalase-Aktivitat starker komparti- 

mentiert vorliegen als in Qranulozyten (Ballinger et al. 1994) und steht moglicherweise 
deswegen weniger effektiv zum antioxidativen Schutz bereit. 

3.1.4 Veranderungen von PKC-Isoenzym-Mustem nach Differenzierung imd/oder 
Bestrahlung 

Da die Ausstattung von HL-60 Zellen mit Isoenzymen der Protemkinase C in verschie- 

denen Differenzierungsstufen variieren soil (Tanaka et al. 1992) und PKC-Aktivitat eine 

entscheidende RoUe bei der Auslosung der "respiratory bursf'-Reaktion zugesprochen wird 

(s. Kap. 1.1.4 und 3.2.2), wurden entsprechende Untersuchimgen mittels "Western blot"- 

Analyse vorgenommen. Dazu erfolgte zunachst eine Anreicherung von PKC-Proteinen 

uber Affinitatschromatografie mit einem pan-PKC-Antikorper (Klon MC-5) gegen die 

"konventionellen" Isoformen (a, p, y) sowie PKC^. Die Ergebnisse wurden mit denen 

gewonnen an reifen Qranulozyten verglichen, wobei quantitative Vergleiche zwischen 
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verschiedenen Isoenzymen nicht erlaubt sind, da die zur Detektion verwendeten, z.T. 

polyklonalen Antikorper hinsichtlich Qualitat, Herkunft, Affinitat, etc. nicht untereinander 

vergleichbar sind (Fa. Santa Cruz; personliche Mitteilung). 
Abb. 19 zeigt das gleichzeitige Vorliegen der "klassischen" Isoenzyme PKCa, -Pj und -Pjj 

im undifferenzierten Zustand der HL-60 Zellen, nach 4 Tagen der Differenzienmg der 

Zellen und in Granulozyten. Die Induktion der Differenzierung der HL-60 Zellen mit 

DMSO fuhrte nicht zu eindeutigen Veranderungen auf dem Niveau dieser PKC-Iso- 

enzyme (Abb. 19). 

Die Fraktionierung induzierter HL-60 Zellen in eine Zytosol- und eine Membran&aktion (s. 

Kap. 2.12) verdeutlicht, dal3 diese PKC-Isoenzyme im unstimulierten Zustand relativ 

gleichmaBig zwischen den beiden Fraktionen verteilt sind (Abb. 20). Diese Verteilung 

konnte durch Stimulation der Zellen mit PMA (10 min) entscheidend zu Gunsten der 

Membran&aktion verschoben werden ("Translokation", Abb. 20). Der Nachweis von PKC^ 

(Stasia et al. 1990) war in keinem der drei Zelltypen moglich. 

Bestrahlung der HL-60 Zellen mit 1 Gy und anschlieBender Induktion zur Differenzierung 

hat keinen nermenswerten Effekt auf dem Proteirmiveau der PKC-Isoenzyme (Ergebnisse 

nicht gezeigt). 

PKC^ipha PKCbet,, "-■^^betall 

Granulozyten 

< t- -*•.,.; {; — 80 kDa 

HL-60 

-1- -1- -1- 

— 80 kDa 

DMSO 

Abb. 19: Expression von Proteinkinase C-Isoenzymen in undifferenzierten HL-60 
Zellen und nach Differenzierung (4 d DMSO) sowie in Granulozyten. Die 
Zellen wurden lysiert, PKC-Isoformen iiber Affmitatschromatografie mit 
einem "pan-PKC "-Antikorper angereichert und mittels "Western blot" die 
Isoenzyme PKCa, -Pi und -Pjj dargestellt. 
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Abb. 20: "Translokation" von PKC-Isoenzymen. HL-60 Zellen, 4 d nach Induktion 
der Differenzierung, wurden mit PMA (+) stimuliert (10 min) oder blieben 
imstimuliert ( - ), lysiert und in Zytosol (Z) und Membranfraktion (M) 
fraktioniert. Nach Anreicherung von PKC-Isoen^men (siehe Text und 
Legende zu Abb, 19) Nachweis der PKCPj im "Western blot". 

3.1.5 Veranderung der PKC-Aktivitat irnter Differenzierung und/oder 

Bestrahlung 

Die Bestimmung von PKC-Aktivitat und deren mogliche Veranderung unter 

Differenzierung und/oder Bestrahlung erfolgte mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen 

Kits, der jedoch systembedingt nur die maximale Aktivierung Ca2+-abhangiger sowie 

Ca2+-unabhangiger Isoenzyme gewahren soil (Fa. Amersham; personliche Mitteilung). Die 

Aktivitat der "atypischen" PKC-Klasse (s. Kap. 4.2.3.1.4 - PKC^ ist in Neutrophilen 

nachgewiesen; Stasia et al. 1990; Dang et al. 1994) kann somit nicht erfaBt werden. IJber 

deren Bedeutung bei der Aktivierung von Neutrophilen/HL-60 Zellen liegen bisher keine 

gesicherten Erkenntnisse vor (Thelen et al, 1993). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie 

deuten jedoch eine zunehmende Bedeutung von "atypischen" PKC-Isoformen als 

Effektoren von PI3-Kmase-Aktivitat (vgl. Kap, 3.2,6,4.1,4 und 4.5.1) an. 

Die nachfolgenden relativen Angaben der Gesamtaktivitat in HL-60 Zellen beziehen sich 

auf Zellen, die nicht induziert (DMSO) und nicht stimuliert (PMA) waren (liblicherweise 

24 h nach Umsetzen der Kultur). Deren PKC-Aktivitat wird gleich 100% gesetzt. Die 

Induktion der Differenzierung der HL-60 Zellen verursacht eine deutliche Reduktion der 

detektierbaren Gesamt-PKC-Aktivitat um ca. 30% nach 4-6 Tagen (p: < 0,05 vs. Zellen 

ohne DMSO; Abb. 21a). Die Bestrahlung der Zellen (1 Gy am Tag 0) verstarkt diese 

persistierende Abnahme um weitere 10% (p: < 0,05 vs, 0 Gy; Abb, 21a), 

Eine Vorbehandlung aller drei Zelltypen (HL-60 Zellen + DMSO, Granulozyten) fur 10 

min mit PMA ("PMA-priming") fuhrt zu zelltypabhangig erhohten Phosphorylierungen 
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und zeigt damit das Vorhandensein eines PKC-Aktivitatspotentials, welches durch die 

Aktivatoren des PKC-Bestimmungskits (s. Kap. 2.12) normalerweise nicht erfaBt wird 

(Abb. 21a; 2., 6. und 10. Saule von links). Im quantitativen Vergleich zwischen den drei 

verschiedenen Zelltypen finden sich hinsichtlich des "priming"-Effektes auf die meBbare 

Gesamt-PKC-Aktivitat folgende Ergebnisse: Uninduzierte Zellen zeigen keine signifikante 

Zunahme und konnen praktisch nicht "geprimt" werden. Fur induzierte HL-60 Zellen fmdet 

sich 4 bis 6 Tage nach DMSO-Behandlung - bezogen auf ihr Ausgangsniveau ohne PMA- 

"priming" und ohne einen signifikanten Strahleneffekt - ungefahr eine Verdopplung (ca. 

130 - 140% des Niveaus undifferenzierter Zellen) der induzierbaren Gesamt-Aktivitat 

(Abb. 21a). Reife Neutrophile zeigen, bezogen auf ihr Ausgangsniveau ohne PMA- 

"priming", einen signifikanten PKC-Aktivitatsanstieg um ca. 65% (p: < 0,05; Abb. 21a). 

Eine Bestrahlung ohne nachfolgende PMA-Behandlung zeigt nur fiir induzierte HL-60 

Zellen (1 Gy; s.o.) einen signifikanten Effekt (p: < 0,05) auf die Gesamt-PKC-Aktivitat 

(Abb. 21a). Bei sofortiger Stimulation mit PMA aller drei Zelltypen konnte kein signifi- 

kanter Effekt der Bestrahlung gesichert werden (Abb. 21a). 
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Abb. 21a:       PKC-Aktivitat nach Differenzierung und/oder Bestrahlung. HL-60 Zellen 
ohne Oder nach 4-6 Tagen DMSO-Behandlung bzw. Granulozyten (4 rechte 
Saulen) wurden bestrahlt (HL-60, 1 Gy am Tag 0 bzw. Granulozyten 5 Gy 
unmittelbar vor Stimulation), z.T. sofort mit PMA stimuliert (10 min; 
PMA-"priming") und aus dem Zellhomogenat die PKC-Aktivitat mit Hilfe 
eines Kits bestimmt (Ubertragung einer P-32-markierten Phosphatgruppe 
auf ein spezifisches Peptid); dargestellt nach Normierung auf die Aktivitat 
imdifferenzierter HL-60 Zellen bzw. von Granulozyten (# : signifikanter 
Strahleneffekt). 
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Vorstimulation der Zellen mit dem PKC-Agonisten PMA vermag somit offensichtlich in 

differenziert(er)en Zelltypen noch eine strahlenresistente, Lipid-induzierte Phosphotrans- 

ferase-Aktivitat freizusetzen, die in undifferenzierten Zellen (noch) nicht vorhanden ist. 

Die drei Zellarten unterscheiden sich auch hinsichtlich ihres Anteils an nicht-translozier- 

barer PKC-Aktivitat durch PMA-"priming", Nach Fraktionierung der Zellen (ohne PMA- 

Stimulation) in eine zytosolische imd eine Membran-Phase (100.000 x g-Uberstand bzw. - 

Pellet) weisen uninduzierte HL-60 Zellen im Zytosol (Uberstand) einen Anteil erfaBbarer 

PKC-Aktivitat von ca. 40% der Gesamtaktivitat (Summe aus beiden Fraktionen) auf (Abb. 

21b). Vorherige PMA-Behandlung der Zellen senkt den Anteil deutlich auf ca. 13% (p: < 

0,01; "Translokation", s. Kap. 3.1.3; Abb. 21b). Induzierte Zellen verhalten sich ahnlich 

(ca. 40% vs. ca. 9%; p: < 0,01), wahrend in Neutrophilen die Grundverteilung von ca. 60% 

im Uberstand durch PMA auf ca. 48% (p: < 0,05) reduziert wird (Abb. 21b). Bin 

signifikanter Strahleneffekt auf den Anteil der unstimulierten PKC-Aktivitat im Zytosol 

ergibt sich nur bei induzierten Zellen mit einem Abfall um ca. 20% (p: < 0,05; 1 Gy vs. 0 

Gy; Abb. 21b). 

Entsprechend der Strahlenempfindlichkeit hinsichtlich des Parameters Uberleben (s. Kap. 

3,1.1), zeigen sich auch die starksten Strahleneffekte bei der Translokationsffliigkeit von 

PKC-Aktivitat an die Membranfraktion bei uninduzierten HL-60 Zellen. Eine Dosis von 1 

Gy mit Zellfraktionierung sofort nach der PMA-Stimulation verursacht einen Anstieg des 

durch PMA nicht translozierbaren Anteils um ca. 33% (von ca. 12% auf ca. 16% der 

Gesamtaktivitat; p: < 0,01; Abb. 21b), d.h. die Bestrahlung behindert die Translokation 

dieser PKC-Aktivitat. Bei induzierten Zellen, die 4 - 6 Tage zuvor mit 1 Gy bestrahlt 

worden waren, wird tendenziell eine Verstarkung der an die Membranen translozierenden 

PKC-Fraktion um ca. 18% (Abfall von ca. 9,2% auf ca. 7,6% Restaktivitat im Zytosol) und 

damit ein umgekehrter, d.h. die Translokation fiirdemder Strahleneffekt gefimden, der 

jedoch statistisch nicht gesichert werden konnte. Entsprechend war auch kein signifikanter 

Effekt mehr bei Neutrophilen, die mit 5 Gy bestrahlt und sofort gemessen wurden, 

feststellbar (Abfall von ca. 48% auf ca. 45% Restaktivitat im Zytosol; Abb. 21b). 

Hinsichtlich der Reaktivitat auf PMA-Behandlung verhalten sich also DMSO-induzierte 

HL-60 Zellen z.T. mehr wie uninduzierte Zellen (zytosolischer PKC-Anteil und dessen 

Translozierbarkeit; Abb. 21b) und hinsichtlich der Ansprechbarkeit der Gesamt-PKC- 

Aktivitat mehr wie reife Granulozyten (Abb. 21a). Die Letzteren sind in Bezug auf die 

erfalJbare Gesamt-PKC-Aktivitat im Vergleich mit induzierten HL-60 Zellen am Tag 5 

durch eine etwa zweifach hohere "spezifische" Aktivitat (Aktivitat pro Proteinmenge) 

gekennzeichnet (Ergebnis nicht gezeigt). 

Diese Ergebnisse belegen, daB sowohl die PKC-Aktivitat als auch ihre "Mobilitat" (Trans- 

lokationsfahigkeit an das vermutete Target/Substrat in der Plasmamembran) durch ioni- 

sierende Strahlimg z.T. signifikant und persistierend beeinfluBt wird, wobei jedoch jeweils 

nur relativ kleine Effekte beobachtet werden (s. dazu auch Kap, 3.2.1). 
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Abb. 21b: 

HL-60 Zellen Granule. 
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PKC-Aktivitat nach Differenzierung und/oder Bestrahlung. Zellen imd 
Assay wie in Abb. 21a. Zytosolischer PKC-Anteil (in % der Summe der 
Aktivitaten aus Zytosol plus Membranfraktion; #: signifikante Strahlen- 
effekte). 

3.1.6 Veranderung des F-Actins des Zytoskelettes unter Differenzierung und 
Bestrahlung 

Dem Zytoskelett kommt - wie oben (Kap. 1.1.2 und 1.1.4) ausgefuhrt - eine groBe Bedeu- 

tung bei der Ausfiihrung von Phagozytenfunktionen zu. Im Einzelnen betrifft dies den 

Phagozytosevorgang selbst, die Zusammenfiihrung des aktiven NADPH-Oxidase-Kom- 

plexes und dessen Regulation an der Plasma-ZPhagosomenmembran sowie die Modulation 

der Expression der Oberflachenrezeptoren (z.B. fur Chemotaxine oder Adhasions- 

molekule; Nauseef et al. 1991; Woodman et al. 1991; Greenberg 1995; Wiles et al. 1995). 

Es war deshalb auch interessant, die moglichen Einfliisse von Differenzierung und 

Bestrahlung von HL-60 Zellen auf das Zytoskelett zu analysieren. Dieses wurde modellhaft 

anhand der Veranderungen des p-Actins als einer Komponente des Zytoskeletts analysiert. 

Die Untersuchungen erfolgten sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Niveau mit Hilfe 

des "Northern blof'-Verfahrens und durch Darstellung des filamentaren Anteils des Actins 

("F-Actin") mit durchfluBzytometrischer Analyse der Zellen. F-Actin ist durch eine hohe 

Affmitat fur das fluoreszierende Reagenz Nitrobenzoxadiazol (NBD)-Phallacidin 

gekennzeichnet, das sehr spezifisch an polymerisiertes (F)-Actin, jedoch nicht an 
monomeres (G)-Actin bindet (Barak et al. 1980; Packman & Lichtman 1990). 
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Abb. 22 zeigt in einer Zusammenstellung von "Northern blof'-Ergebnissen, daB alleinige 

Induktion der DifFerenzierung der Zellen mit DMSO zu einer kontinuierlichen Zimahme 

der p-Actin-mRNA fiihrt, die nach 48 h das ca. 15-fache des Ausgangswertes 

undifferenzierter Zellen erreicht und im Laufe der folgenden 3 Tage wieder auf ca. 55% 

des Maximalniveaues abffllt. Eine der DMSO-Gabe unmittelbar vorausgehende Bestrah- 

lung mit 0,5 Gy oder 1 Gy verursacht innerhalb der ersten ca. 24 h (dosisabhangig) einen 

beschleunigten Anstieg der p-Actin-mRNA-Gehalte, die nach ca, 24 h ein gegenUber dem 

KontroUwert 20-fach erhohtes Niveau erreichen, um danach im Laufe von 4 Tagen auf ca. 

70% ihres Maximalniveaus abzufallen. Der Gehalt an p-Actin-mRNA bestrahlter Zellen 

liegt dann relativ konstant ca. 30% - 50% uber dem der unbestrahlten KontroUen (Abb. 22). 

Die Auswertung dieser Versuche wurde durch die regelmaBig beobachtete Degradation der 

P-Actin-mRNA (s. Kap. 4.1,4) zu den Zeitpunkten 0 - 8 h und > 72 h nach Induktion der 

Differenzierung auBerordentlich erschwert. 
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Abb. 22: mRNA-Gehalt fiir p-Actin unter Differenzierung und Differenzierung plus 
Bestrahlung. Die Gesamt-RNA aus HL-60 Zellen nach DMSO-Behandlung 
und Bestrahlung mit 0,5 Gy oder 1 Gy wurde extrahiert und gelelektro- 
phoretisch aufgetrennt. Eine Gensonde (Exon 4) einer humanen P-Actin- 
cDNA wurde in vitro mit radioaktivem CTP (a-P32-CTP) markiert und zur 
Hybridisierung mit der auf eine Nylonmembran transferierten RNA 
("Northern blot") eingesetzt. Der Schwarzungsgrad der P-Actin-spezifischen 
mRNA-Bande (~ 1,8 kB) des exponierten Rontgenfilms wurde Laser- 
densitometrisch ausgewertet, und die Werte unter Beriicksichtigung der 
zugehorigen relativen 18S-rRNA-Mengen auf die unbestrahlter HL-60 
Zellen zum Zeitpunkt 0 h normiert. 
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Da die zellulare Menge eines bestimmten Proteins nicht nur von der transkriptionellen, 

sondem auch von der translationellen und Degradations-Aktivitat der Zellen abhangt, 

wurden die o.g. Untersuchungen auf mRNA-Niveau durch Darstellung des relevanten 
fertigen Proteins erganzt. 

Die durchfluBzytometrische Analyse des F-Actin-Gehaltes nach NBD-Phallacidin-Farbung 

der Zellen ergab relativ homogene Verteilungen (s. Abb 24a, Histogramm I) unbestrahlter 

und nicht mit f-MLP stimulierter HL-60 Zellen. Dies gilt fur Zellen mit und ohne Induk- 

tion der Differenzierung und zu jedem Zeitpunkt der Kultur. Jedoch anders als die Ver- 

anderungen der p-Actin-mRNA (s.o.), sind die Effekte der Induktion zur Differenzierung 

alleine und von Differenzierung plus Bestrahlung auf F-Actin-Proteinebene sehr viel 

schwacher ausgepragt und zeigen Zunahmen bis maximal zum 1,6-fachen des Ausgangs- 

wertes zum Zeitpunkt 48 h nach Bestrahlung mit 1 Gy (Abb. 23). Diesem Anstieg geht im 

Zeitraum bis 24 h nach DMSO-Gabe/Bestrahlung zunachst ein F-Actin-Abbau voraus, der 

nach 16 h ein Minimum bei ca. 80% des Ausgangsniveaus durchlauft (Abb. 23). Zwischen 

den Zeitpunkten 48 h und 120 h wird ein relativ stabiles Niveau des F-Actin-Gehaltes der 

Zellen auf ca. 140% beobachtet, wobei die bestrahlten Zellen (0,5 Gy oder 1 Gy zum 

Zeitpunkt 0 h appliziert) ca. 10% - 20% hohere Werte als die Kontrollen aufweisen (Abb. 
23). 
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Abb. 23: F-Actin-Gehalt unter Differenzierung,und Differenzierung plus Bestrah- 
lung. HL-60 Zellen nach DMSO-Behandlung und Bestrahlung mit 0,5 Gy 
Oder 1 Gy wurden mit NBD-Phallacidin inkubiert und - nach Normierung 
auf den Wert von KontroUzellen - der F-Actin-Gehah der Zellen als 
mittlere Fluoreszenzintensitat der Population dargesteUt. 
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Da von Neutrophilen bekannt ist (Howard & Oresajo 1985a; Packman & Lichtman 1990), 

daB sie auf f-MLP-Behandlung sehr schnell mit einer Polymerisation von G-Actin 

reagieren, war es auch interessant, die mogliche Reaktion des F-Actin-Gehaltes von HL-60 

Zellen und deren Kinetik auf diesen Stimulus der "respiratory burst"-Aktivitat zu prtifen. 

Abb. 24 zeigt, dafl HL-60 Zellen (7 d nach DMSO-Behandlung) ebenfalls sehr schnell und 

relativ homogen auf eine Stimulation mit f-MLP reagieren. Das Maximum der Reaktion 

mit einer unge&hren Verdopplung der mittleren Fluoreszenzintensitat wird - ahnlich der 

von Neutrophilen (Howard & Oresajo 1985a; Packman & Lichtman 1990; Johansson et al. 

1995) - bereits 30 sec nach Zugabe des Agonisten erreicht (Abb. 24). Danach folgt eine 

Aufsplittimg der Population in zwei etwa gleichstarke Anteile zum Zeitpunkt 5 min nach 

Stimulation, wobei der eine Anteil auf dem erhohten F-Actin-Niveau nach 30 sec verbleibt 

und der andere unter das mittlere Ausgangsniveau absinkt (Abb. 24), Dieser Effekt einer 

Stimulation der Zellen mit f-MLP auf den F-Actin-Gehalt wird von einer voraus- 

gegangenen Bestrahlung (4 Gy, 0 - 24 h zuvor) nicht beeinfluBt (Ergebnis nicht gezeigt). 
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Abb. 24: Reaktion des F-Actin-Gehaltes auf eine Stimulation von HL-60 Zellen mit 
f-MLP. Die Zellen wurden 7 d nach DMSO-Behandlung mit 1 ^iM f-MLP 
stimuliert und der F-Actin-Gehalt mit NBD-Phallacidin-Farbung durchfluB- 
zytometrisch bestimmt. a) NegativkontroUe (ohne NBD-Phallacidin, Histo- 
gramm I) und unstimulierte Zellen (Histogramm II), b) 0,5 min, c) 3 min 
und d) 5 min nach f-MLP-Stimulation NBD-Phallacidin-markierter Zellen. 
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Mit diesen Ergebnissen ist in HL-60 Zellen modellhaft die grundsatzliche Beeinflufibarkeit 

einer wichtigen Komponente des Zytoskeletts [(F)-Actin] auf mRNA- und Protein-Niveau 

durch ionisierende Strahlung ebenso belegt wie die Reaktivitat dieses Elementes des Zyto- 

skeletts auf einen Stimulus der "respiratory bursf'-Reaktion der Zellen. 

3.2 Signaltransduktionswege zur Auslosung der "respiratory burst"- 

Aktivitat und ihre Strahlensensitivitat 

In den zuvor vorgestellten Untersuchungen (Kap. 3.1) war die grundsatzliche Vergleich- 

barkeit von reifen Granulozyten des peripheren Blutes mit HL-60 Zellen nach 4 bis 7 

Tagen der DMSO-induzierten Differenzierung aufgezeigt worden. Bei den nachfolgenden 

Ergebnissen handelt es sich uberwiegend um Befunde, die entweder am einen oder dem 

anderen Zelltyp erhoben wurden. 

Drei fur die Auslosung der "respiratory burst"-Reaktion bedeutsame Wege der Signal- 

transduktion wurden gepruft (vgl. Abb. 4). 1. Der Phorbolester PMA initiiert die 

Aktivierung der NADPH-Oxidase ohne Beteiligung eines Membran-standigen Rezeptors 

durch Bindung an PKC-Isoenzyme. 2. Das formylierte Tripeptid f-MLP, als Vertreter eines 

Chemoattraktans-Liganden, die uber Bindung an heptahelikale Membran-Rezeptoren 

wirken, benotigt zur Signalubertragung die Beteiligung von heterotrimeren "G-Proteinen". 

3. hnmunkomplex-vermittelte Aktivierung Uber bei der Phagozytose beteiligte Rezeptoren 

(FcyR) benotigt die Aktivitat von Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) zur Signalweiterleitung. 

Die hier vorzustellenden Untersuchungen sollen einen Beitrag zu den jeweiligen exakten 

Mechanismen der Signalubertragung und deren mogliche Strahlensensibilitat leisten. 

Der Versuch der Aufklarung der Mechanismen geschieht uberwiegend durch pharma- 

kologische Modulation (mittels etablierter Inhibitoren) von Enzymen, die vermutlich an 

den zu untersuchenden Signaltransduktionswegen beteiligt sind. Solche Lihibitoren haben 

sich in der Vergangenheit als extrem hilfreich bei der Aufklarung dieser Prozesse erwiesen 

(vgl. Z.B. Nakanishi et al. 1995; Powis et al. 1995). Soweit nicht extra aufgefuhrt, sind alle 

eingesetzten Antagonisten hinsichtlich ihrer Hemmwirkung, ihrer potentiellen Zytotoxizi- 

tat und hinsichtlich ihrer Applikationszeit fur eine optimale Inhibition selbst getestet. 

"Losungsmittel-KontroUen" dienten bei Losungsmitteln (DMSO, DMF, Chloroform, etc.) 

ftir Inhibitoren der Uberprtifiing moglicher unerwtinschter und iiberlagemder Einfliisse der 

organischen Losungsmittel auf die gemessenen Effekte. Es werden - soweit moglich - 

jeweils zusatzlich die fiir eine 50%-ige Inhibition notwendigen Konzentrationen der 
Hemmstoffe (IC50) angegeben. 
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3.2,1 AUgemeines zu Strahleneffekten 

Die nachfolgend in diesem Abschnitt (Kap. 3.2) beschriebenen Strahleneffekte wurden bei 

zwei verschiedenen Bestrahlungsmodellen gefunden: 

1. Effekte nach akuter Bestrahlimg von isolierten Granulozyten in vitro (zeitlicher Abstand 

zwischen Bestrahlimg und Messung: Minuten bis eine Stimde) und 

2. Effekte 4 bis 6 Tage nach Bestrahlimg von HL-60 Zellen. Die Bestrahlung wurde dabei 

immittelbar vor der Induktion der Differenzienmg durchgeflJhrt. 

Wahrend es sich im ersten Fall wahrscheinlich um akute Strahlenwirkung ohne die Aus- 

wirkimg(en) einer genetischen Verankerung handelt, ist im zweiten Fall von einer 

genetischen Manifestation des beobachteten Strahleneffektes auszugehen. 

Die hauptsachlich angewandten Verfahren (DurchfluBzytometrie oder Chemolumino- 

metrie) zur Messung der "respiratory bursf'-Reaktion zeichnen sich durch eine hohe 

Empfindlichkeit aus. Sie soUten sich somit grundsatzlich zur Messung der Effekte relativ 

kleiner Strahlendosen eignen. Dies zeigte sich bereits in den beobachteten Veranderungen 

der schwachen Fluoreszenz- bzw. Chemolumineszenzsignale unstimulierter Zellen, bei 

denen eine Verdopplung der Mefiwerte (ca. 210% der KontroUen) nach Bestrahlung der 

Granulozyten mit 5 Gy io der DurchfluBzytometrie gefunden wird (Ergebnisse nicht 

gezeigt). Dabei macht es keinen Unterschied, ob die Bestrahlung in Anwesenheit des 

Indikators DHR 123 erfolgte oder ob dieser erst nach der Bestrahlung zugefugt wurde. 

Strahleneffekte auf die stimulierten "respiratory burst"-Reaktionen isolierter Granulozyten 

zeigt die Abb. 25. Bestrahlung der Zellen mit 5 Gy mit unmittelbar nachfolgender Chemo- 

luminometrie unter PMA-Stimulation zeigt reproduzierbar eine ca. 6%-ige Reduktion (p: < 

0,05) der Lichtausbeute (n = 4), wahrend die Reaktion nach f-MLP-Stimulus unverandert 

ist (99,7 + 5,9%; n = 5) und die durch hnmunkomplexe induzierte Reaktion nicht 

signifikant um ca. 5% abninmit (n = 5; Abb. 25). 

Sehr viel deutlicher wird dagegen die Strahlenempfindlichkeit von FcyR-vermittelter 

"respiratory burst"-Aktivitat nach Bestrahlung von Granulozyten mit 5 Gy in der durch- 

fluB^ometrischen Analyse. Dabei wurden die Zellen entweder vor oder nach der 

Bestrahlung mit gepooltem Humanserum uikubiert. AnschlieBend erfolgte die Querver- 
netzung der gebundenen Antikorpermolektile mit F(ab')2-Fragmenten eines anti-human 

IgG-Antikorpers ("linker"). Altemativ wuiden die Zellen mit hnmunkomplexen (s, Kap. 

2.7.1.4) stimuliert. Unter alien Bedingungen kommt es zu einer Inhibition der Reaktivitat 

bestrahlter Zellen, die im Falle des Humanserums unabhangig von der Quervemetzung 

40%o - 45% (p: < 0.01; n = 10 - 12) betragt und bei den hnmunkomplexen ca. 20% (p: < 

0.05; n = 6) ausmacht (Abb. 25). 
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Mit diesen Ergebnissen ist die grundsatzliche Strahlenempfmdlichkeit der "respiratory 

bursf'-Reaktion von Granulozyten und inbesondere die der FcyR-vermittelten Signaltrans- 

duktionswege aufgezeigt. 

In weiteren Experimenten wurde versucht, mogliche Elemente der Signaltransduktion zur 

Auslosung der "respiratory burst"-Aktivitat und damit potentielle Targets der Strahlung 

genauer zu identifizieren. Dazu wurde zunachst die grundsatzliche Beteiligung des 

Elektronen-ubertragenden Enzyms, der NADPH-Oxidase, bei den angewandten MeB- 
verfahren gepruft. 
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Abb. 25: Strahleneffekte auf die "respiratory burst"-Aktivitat von Granulozyten. 
Isolierte Granulozyten wurden mit 5 Gy bestrahlt und mit PMA, f-MLP, 
Immunkomplexen (IKs) oder Humanserum (IgG) stimuliert. Die Messung 
erfolgte chemoluminometrisch (4 linke Saulen) oder durchfluBzytometrisch 
(beide rechten Saulen), hier nach Stimulation mit Humanserum [+ anti- 
human IgG, "linker"(L)] oder DCs im Vergleich zu scheinbestrahlten 
Kontrollzellen. 

3.2.2 "Respiratory burst"-Oxidase 

Die Spezifitat einer vermuteten "respiratory burst"-Reaktion kann durch Verwendung eines 

spezifischen Inhibitors der NADPH-Oxidase, Diphenylenjodonium-Jodid (DPI; Robertson 

et al. 1990; Stuehr et al. 1991; Trudel et al. 1991) gepruft werden. Dabei zeigt sich ein 

dosisabhangiger Effekt. Der Enzymkomplex ist durch Vorinkubation der Zellen mit 50 jxM 
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DPI fur 5 min vor Stimuluszugabe komplett inhibierbar (Abb. 26). Dies gilt flir alle drei 

getesteten Stimuli in vitro. Die in Abb. 26a dargestellten Restaktivitaten nach DPI- 

Vorbehandlimg der Zellen entsprechen denen der Scheinstimulationen mit Puffer (Ergeb- 
nisse nicht gezeigt). Die IC5o-Konzentrationen betragen in der Reihenfolge der Stimuli 

PMA, f-MLP und Immunkomplexe ca. 8 |j.M, 5 ^iM und 18 (iM DPI. Sie liegen damit in 

der GroBenordnimg publizierter Werte (Robertson et al. 1990). 

Die Aktivitat der "respiratory burst'-Oxidase ist also flir die gemessene Oxidation der 

Fluorochroms DHR 123 verantwortlich. 
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Abb. 26a:       Beteiligung der NADPH-Oxidase bei der "respiratory burst"-Reaktion, 
Granulozyten wurden mit einem Inhibitor von NADPH-Oxidase-Aktivitat, 
Diphenylenjodonium-Jodid (50 |JM) 5 min vorinkubiert und die Reaktion 
nach Stimulation der Zellen mit PMA, f-MLP oder hnmunkomplexen (Ks) 
durchflufizytometrisch bestimmt. 

Die drei eingesetzten Stimuli der "respiratory burst"-Oxidase aktivieren den Oxidase- 

Enzymkomplex mit verschiedenen Kinetiken und mit unterschiedlichem AusmaB. Abb. 

26b zeigt beispielhaft, aber reprasentativ, fur einen Spender die gegentiber dem f-MLP- 

Stimulus etwas verzogerte Reaktion der PMA- oder hnmunkomplex-Antwort in peripheren 

Granulozyten in der Luminol-abhangigen Chemolumineszenzanalyse sowie die deutlichen 

quantitativen Differenzen. Sie verhalten sich bei Granulozyten als Integral des Chemo- 

lumineszenzsignals iiber 50 min typischerweise ca. wie 100% (PMA) zu 45% (f-MLP) zu 

20% (Immunkomplexe) und bei HL-60 Zellen nach 4-6 Tagen der Differenzierung ca. wie 

100% zu 10% zu 15% (Ergebnisse nicht gezeigt). 
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Abb. 26b:       Kinetiken der Reaktion nach PMA-, f-MLP- bzw. Immunkomplex- 
(IKs)-Stimulation von Granulozyten in der Luminometrie. 

3.2.3 Protein Kinase C-Aktivitat 

Der PKC-Aktivitat wird eine groBe Bedeutung bei der Auslosung der "respiratory burst"- 

Reaktion beigemessen (Lambeth 1988; Dewald et al. 1989; Thelen et al. 1993), die mittels 

direkter Stimulation der Enzymaktivitat durch PMA (Hecker 1978) bzw. auch durch f- 

MLP induzierbar sem soil (Sha'afi &. Molski 1988). 

Die Beteiligung von PKC-Aktivitat an der Aktivierung der Lmnunreaktion kann durch 

PKC-Lihibition mittels des Alkaloids Staurosporin (Tamaoki et al. 1986; Dewald et al. 

1989; Badwey et al. 1991; Goodman & Tenner 1992) oder mittels der Verbindung l-(5- 

Isoquinolinyl-Sulfonyl)-2-Methylpiperazin ("H-7"; Hidaka et al. 1984; Hallahan et al. 

1992) getestet werden. 

Vorinkubation der Granulozyten mit Staurosporin zeigt einen konzentrationsabhangigen 

Effekt, wobei durch Behandlung der Zellen mit 200 nM Staurosporin fur 5 min vor 

Stimulation sowohl die PMA- wie die Formylpeptid-induzierte Aktivierung der 

"respiratory burst"-Oxidase komplett gehemmt werden kann (Abb. 27). Stimulus- 
unabhangig liegt die ICjQ-Konzentration von Staurosporin in Ubereinstimmung mit Lund 

& Olweus (1992) bei ca. 25 nM. 
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Dagegen flUirt eine S-mintitige Vorinkubation von Granulozyten mit 200 ^M H-7, das 

ebenso wie Staurosporin (Tamaoki et al, 1986) mit ATP um die Bindungsstelle am En^m 

konkurrieren soli (Hidaka et al. 1984; Ding & Badwey 1993), zu Konzentrations- und 

Stimulus-abhangigen Efifekten, Der f-MLP-induzierte "burst" wird nahezu komplett 

inhibiert (Restaktivitat: ca. 15%), wahrend nach PMA-Applikation bzw. Stimulation der 

Zellen mit Immunkomplexen nur eine Inhibition von ca. 50% bzw. 70% gelingt (Abb. 27). 
Die ICjQ-Konzentrationen betragen - in der Reihenfolge: f-MLP, PMA, Immunkomplexe - 

ca. 80 nM, 180 nM und 135 pM H-7. 
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Abb. 27: Beteiligung von Proteinkinase C-Aktivitat bei der "respiratory burst"- 
Reaktion. Granulo^en wurden mit Inhibitoren von PKC-Aktivitat, 
Staurosporin oder H-7 (200 nM bzw. 200 [JM), 5 min vorinkubiert und die 
Reaktion nach Stimulation der Zellen mit PMA, f-MLP oder Immun- 
komplexen (Ks) durchfluJJzytometrisch bestimmt. 

In Ubereinstimmung mit der inhibitorischen Wirkung von H-7 auf die PMA-vermittelte 

Reaktion kann durch den Antagonisten auch die PMA-stimulierte Erhohung des Phos- 

phorylierungsgrades an Tyrosinresten von Proteinen (siehe Kap. 3,2.5) voUig aufgehoben 
werden (Ergebnis nicht gezeigt). 

PKC-Aktivitat ist also flir die "respiratory burst"-Antwort der Zellen sehr wichtig. 
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3.2.3.1 Strahleneffekte auf Reaktionswege mit direkter PKC-Aktivierung durch 

PMA 

Eine Bestrahlung mit 2 Gy am Tag 0 fuhrt nach PMA-Stimulation der HL-60 Zellen zu 

einer Reduktion NBT-positiver Zellen iiber praktisch den gesamten Untersuchungs- 

zeitraum nach Induktion der Differenzierung, die im Durchschnitt der Tage 3 bis 7 nach 

Bestrahlung ca. 30% der KontroUen betragt (Abb. 28; • - Sendler et al. 1993). 

hn chemoluminometrischen Assay wird unter den o.g. Bestrahlungsbedingungen bei HL- 

60 Zellen die Lichtmenge im Durchschnitt der MeBzeitpunkte (3 bis 7 d nach Induktion der 

Differenzierung) um ca. 16% (Bereich: 0 bis 33%) reduziert (Abb. 28; ■) und gleichzeitig 

der Maximalwert ihrer Produktion leicht um durchschnittlich 80 sec verlangsamt (Ergebnis 

nicht gezeigt). 

DurchfluBzytometrisch bestimmt, wird bereits nach Dosen von 0,5 Gy (Ergebnis nicht 

gezeigt) Oder 1 Gy (Abb. 28; s) in HL-60 Zellen unter DMSO-Induktion die PMA- 

stimulierbare "respiratory bursf'-Reaktion zwischen den Tagen 4 und 6 um durchschnitt- 

lich 50% reduziert (Kaffenberger & van Beuningen 1994). 

100 - 

O 
o 

o 

r 
2      3      4      5       6      7 

Zeit nach Induktion/Bestrahlung [d] 

Abb. 28: Strahlenwirkung auf Phorbolester-aktivierte Signalubertragungswege. HL- 
60 Zellen wurden am Tag 0 mit 2 Gy oder 1 Gy bestrahh, unmittelbar 
danach mit 1,25% DMSO zur Differenzierung zu Neutrophilen-ahnlichen 
Zellen induziert und zu den angegebenen Zeitpunkten nach Stimulation mit 
PMA a) der NBT-Test (•), b) eine chemoluminometrische (■) oder c) eine 
durchfluBzytometrische [1 Gy(s)] Bestimmung des "respiratory burst" 
durchgefuhrt. AUe Daten sind auf die unbestrahlter KontroUen normiert. 
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Damit ist in Einengung der moglichen Signaltransduktionswege zur Aktivienmg der 

"respiratory bursf'-Oxidase die Strahlenempfindlichkeit von PMA-indnzierten und damit 

PKC-abhangigen "Pathways" auch in differenzierenden HL-60 Zellen deutlich belegt. 

3.2.4 Phospholipasen 

Phospholipasen werden von HL-60 Zellen bereits vor der Induktion der Differenzierung 

sowie danach auf Protein-Niveau stabil exprimiert. Abb. 29 zeigt in einer Zusammen- 
stellung von "Western blDt"-Ergebnissen die Expression der Phospholipasen Cpj und -ji 

sowie von Aj mit den Molekulargewichten von ca. 134 kD bzw. 146 kD sowie ca. 100 

kDa. Diese Expression wird durch eine Reihe verschiedener experimenteller Manipula- 

tionen (Stimulation mit f-MLP ± CytB oder PMA; Hungem der Zellen flir 24 h; etc.; 

"lanes" 1-7) einschlieBlich der Bestrahlung nicht signifikant beeinfluBt. Sie werden 

deshalb hier ebenso wie in Abb. 34 (s. Kap. 3.2.5) nicht im Detail aufgefiihrt. 

Phospholipase CBj 
..   „    .« .          .   , . 

Phospholipase C^,^., 

•nimttii 
Phospholipase Aj 

^Hlfe   numm    ^^iiRMr  ^«»«»^    «<««^    '<^<-»   -«»** 

—134 kDa 

—146 kDa 

-100 kDa 

Abb. 29: Expression von Phospholipasen in HL-60 Zellen. HL-6d Zellen (4-5 Tage 
nach Induktion der Differenzierung) wurden lysiert und die denaturierten 
Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach elektrischem Transfer auf 
eine NitrocelluJose-Membran erfolgte der Nachweis mittels spezifischer 
Antikorper gegen PLCj3j und -yj sowie PLA2 im "Western blot"-Verfahren 
mit "enhanced chemiluminescence" (zu den "lanes" siehe Text). 

3.2.4.1 Phospholipasen C 

Die Familie der Ptdlns-abhangigen Phospholipasen (PL) C umfaBt wenigsten 14 Mit- 

glieder in 4 Hauptklassen (a, f3, y, 8; Powis et al. 1995), wobei aus dieser Familie nur die 
PLCPi/2 und -yj sowie eine PtdCho-abhangige PLC flir diese Studie von Relevanz sind. 
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3.2.4.1.1 Phosphatidylinositol-abhangige Phospholipase C (Ptdlns-PLC) 

Das Aminosteroid l-[6-{[17 p-3-methoxyestra-l,3,5(10)-trien-17-yl]amino}hexyl]-lH- 

pyrrole-2,5-dionel, Kurzbezeichnung: "U73122", wird als spezifischer Inhibitor von G- 
Protein-vermittelter Ptdlns-PLC-Aktivitat (PLCP2) angesehen (Smith et al. 1990; Yule and 

Williams 1992; Powis et al. 1995), wogegen die stmkturell ahnliche Substanz U73343 als 

Ptdhis-PLC-Inhibitor unwirksam sein soil (Bleasdale et al. 1990). Stimulation von Granu- 

lozyten mit f-MLP nach vorheriger Inkubation fur 10 min mit 2,5 |J,M U73122 flihrt zu 

einer nahezu kompletten Inhibition der "bursf'-Aktivitat (Abb. 30). Parallelansatze mit 2,5 

|xM U73343 zeigen keinerlei inhibitorischen Effekt auf die durchfluBzytometrische 

Aktivitatsbestimmung (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Auch die PMA-aktivierte "respiratory bursf'-Reaktion karm durch 2,5 |aM U73122, jedoch 
ebenfalls nicht durch U73343, praktisch total inhibiert werden (Abb. 30). Die IC50- 

Konzentration von U73122 liegt fur beide Stimuli bei ca. 1,5 - 2,0 [xM. Die durch Immun- 

komplexe ausgeloste Oxidase-Reaktivitat der Granulozyten karm nurzu ca. 50% durch die 
entsprechende Konzentration des PLC(P2)-Antagonisten inhibiert werden (Abb. 30); die 
IC5o-Konzentration betragt somit ca. 2.5 |j,M. 

Die Ergebnisse zeigen damit die Notwendigkeit von Ptdlns-PLC-Aktivitat bei der 

Auslosung des "respiratory burst" iiber drei verschiedene Signaltransduktionswege. 
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Abb. 30: Beteiligung von Ptdlns-abhangiger Phospholipase C (Ptdlns-PLC)-Aktivitat 
bei der "respiratory burst"-Reaktion. Granulozyten wurden mit einem 
Inhibitor von Ptdlns-PLC-Aktivitat, U73122 (2,5 ^M), 10 mm vorinkubiert 
und die Inhibition der Reaktion nach Stimulation der Zellen mit PMA, f- 
MLP Oder Immunkomplexen (IKs) durchfluBzytometrisch bestimmt. 
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3.2.4.1.2 Phosphatidylcholin-abhangige Phospholipase C (PtdCho-PLC) 

In jtingster Zeit ergeben sich zunehmend Hinweise auf eine Beteiligung von PtdCho-PLC- 

Aktivitat bei der Generierung von intrazellularen mitogenen Signalen durch Zytokine 

(Pettitt et al. 1994; Sands et al. 1994; BJ0rk0y et al. 1995), die mit PKC-Aktivitat und der 

Freisetzung von Lipid-"2n'i messenger" einhergehen. 

Bei der Ahnlichkeit der zu NADPH-Oxidase-Aktivitat fUhrenden Signaltransduktions- 

prozesse wurde auch hierbei eine PtdCho-PLC-Mitwirkung postuliert und entsprechende 

Experimente angestellt. Der Inhibitor Tricyclodecan-9-yl Xanthogenat, (Kurzbezeichnung: 

"D609"), wird als spezifisch fur PtdCho-PLC-Aktivitat angesehen (Schiltze et al. 1992, 

BUscher et al. 1995). Vorinkubation der Granulozyten fiir 30 min mit 50 jig/ml D609 flihrt 

im Chemolumineszenzassay mit Luminol zu einer Reduktion der Lichtausbeute um ca. 

55%, 45% bzw. 75% nach PMA-, f-MLP/CytB bzw. Immunkomplex-Stimulation der 
Zellen (Abb, 31). Die entsprechenden IC5o-Konzentrationen von D609 wurden zu ca. 60 

|ig/ml, 45 ng/ml und 20 (i^ml abgeschatzt (n = 2), 

Damit konnte auch eine Beteiligung von PtdCho-PLC-Aktivitat bei der Auslosung der 

"respiratory burst"-Reaktion der Granulozyten - besonders nach Stimulation der Zellen mit 

Immunkomplexen - in Betracht gezogen werden. 
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Abb. 31: Beteiligung von PtdCho-abhangiger Phospholipase C (PtdCho-PLC)- 
Aktivitat bei der "respiratory burst"-Reaktion. Granulozyten wurden mit 
einem Inhibitor von PtdCho-PLC-Aktivitat, D609 (50 ng/ml), 30 min 
vorinkubiert und die Reaktion nach Stimulation der Zellen mit PMA, f- 
MLP oder Immunkomplexen (Ks) luminometrisch bestimmt. 
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PtdCho-PLC-Aktivitat ist bis zu der getesteten Dosis von 5 Gy bei Granulozj1;en - auch 

nach Stimulation der Zellen mit Immunkomplexen - nicht strahlenempfmdlich (Ergebnisse 

nicht gezeigt). 

3.2.4.2 Phospholipase A2 

Eine Phospholipase A2 (PLA2)-Aktivitat wird bei der Auslosung des "respiratory burst" 

diskutiert, die Mechanismen ihrer Aktivierung und Signaltransduktion sind jedoch weit- 

gehend ungeklart (vgl. z.B. Cockcroft 1992; Thelen et al. 1993). 
Als etablierte Inhibitoren von PLA2-Aktivitat gelten das Antimalariamittel Mepacrin (auch 

unter der Bezeichnung "Quinacrin"; Maridonneau-Parini et al. 1986; Tsunakawi & Nathan 

1986; Rao et al. 1993; Hallahan et al. 1994) und das Methylxanthin-Derivat Pentoxifyllin 

("Trental®"; Strieter et al. 1988; Bianco et al. 1991, Hallahan et al. 1994). 

Eine lO-miniitige Vorbehandlung der Zellen mit Mepacrin zeigt konzentrationsabhangige 

Effekte und fuhrt bei 50 |j,M Mepacrin sowohl nach PMA- als auch nach f-MLP- 

Stimulation der Granulozyten zu einer ca. 6%- bzw. 10%-igen Restaktivitat der 

"respiratory burst"-Reaktion, die im Bereich des Scheinstimulationseffektes liegt (Abb. 
32). Die ICsQ-Konzentrationen betragen ca. 18 |aM bzw. 25 |j,M Mepacrin. 

Konzentrationsabhangigkeit zeigt sich auch bei Verwendung von Pentoxifyllin. Zu einer 

praktisch kompletten Inhibition des "respiratory burst" mit Pentoxifyllin sind Konzentra- 

tionen im mM-Bereich notwendig, z.B. 5 mM nach 10 min Vorinkubation der Granulo- 

zyten, um die Effekte der Stimuli f-MLP bzw. PMA zu antagonisieren (Abb. 32). Die 
Aktivitaten beider Stimuli werden in etwa gleich stark inhibiert; die IC5o-Konzentrationen 

liegen bei ca. 1,0 bis 2,0 mM Pentoxifyllin. 
Mit beiden PLA2-Antagonisten gelingt auch die vollstandige Inhibition der durch Immun- 

komplexe stimulierten "burst"-Reaktion (Ergebnis nicht gezeigt). 
[Ein weitere Inhibitor von PLAj-Aktivitat, das Arachidonsaure-Analogon DEDA (7,7- 

dimethyl-5,8-eicosadienoic acid; Lister et al.  1989), konnte bei diesen durchfluBzyto- 

metrischen Analysen mit DHR 123 nicht eingesetzt werden, da bereits geringe DEDA- 

Konzentrationen von 1 bis 10 i^M ohne Stimulation der Zellen zu starken oxidativen 

Prozessen ftihrten (Ergebnisse nicht gezeigt).] 
Inhibition von PLA2-Aktivitat durch Mepacrin oder Pentoxifyllin flihrt also zu einer 

voUstandigen Blockierung der durch alle drei Stimuli vermittehen "respiratory burst"- 

Reaktion in Granulozyten. 
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Abb. 32: Beteiligung von Phospholipase A2 (PLA2)-Aktivitat bei der "respiratory 
bursf'-Reaktion. Granulozyten wurden mit den Inhibitoren von PLA2- 
Aktivitat, Mepacrin (50 ^iM) oder Pentoxifyllin (5 mM), 10 min 
vorinkubiert und die Inhibition der Reaktion nach Stimulation der Zellen 
mit f-MLP oder PMA durchfluBzytometrisch bestimmt. 

3.2.5 Protein-Tyrosin-Kinase- und -Phosphatase-Aktivitaten 

In jijngerer Zeit finden mogliche Beteiligungen von Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)- bzw. 

Protein-(Tyrosin)-Phosphatase (PTP)-Aktivitaten an der Regulation der "respiratory burst"- 

Reaktion zunehmend Akzeptanz (Garland 1992; Lu et al. 1992 und 1993; Azuma et al. 

1993). 

Die konstitutiven Aktivitaten dieser Enzymfamilien koraien durch die Darstellung intra- 

zellularer Phosphorylierungen an Tyrosinresten mittels eines spezifischen anti-Phospho- 

tyrosin-Antikorpers und deren Modulation der Expression demonstriert werden (Farahi Far 

et al. 1994). Die Abbildimgen 33a und 33b zeigen in einer reprasentativen durchflufl- 

^ometrische Analyse die Veranderungen des "steady state" der Protein-Tyrosin- 

phosphorylierung in permeabilisierten HL-60 Zellen (5 d Indulrtion der Differenzierang mit 

DMSO) und nach Stimulation mit f-MLP fiir 5 min. AUeinige f-MLP-Stimulation 

(Histogramm 2 und Balken 2) fiihrt nur zu einer relativ geringen Fluoreszenzzunahme 

gegentiber der NegativkontroUe (Histogramm und Balken 1 in Abb. 33a und 33b). Dagegen 
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verursacht die Inhibition von PTP-Aktivitat durch Vorbehandlung der Zellen mit einem 

potenten, spezifischen Hemmstoff, Vanadiumhydroperoxid ("Pervanadat", 200 |j,M; 
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Abb. 33: a) Konstitutive Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)- und -(Tyrosin)-Phosphatase 
(PTP)-Aktivitaten in HL-60 Zellen. Die Zellen wurden 5 d nach DMSO- 
Induktion mit oder ohne einem Inhibitor von Protein-Tyrosin-Phosphatase- 
aktivitat, Vanadiumhydroperoxid (VanPer, 200 ^M), im Ansatz mit oder 
ohne f-MLP 10 min stimuliert, permeabilisiert und mittels eines anti- 
Phosphotyrosin (aPY)-Antik6rpers und DurchfluiJzytometrie der mittlere 
Phosphorylierungsgrad der Proteine aller Zellen bestimmt [(1) Negativ- 
kontroUe, (2) aPY, jeweils mit f-MLP, ohne VaPer; (3) und (4), jeweils mit 
VaPer, ohne und mit f-MLP]. b) Mittlere Fluoreszenzintensitaten (in rel. 
Einheiten) der Histogramme 1 - 4 aus Abb. a). 
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Swarap et al. 1982; Fantus et al. 1989; Grinstein et al. 1990; Tradel et al. 1991) fur 10 min 

- ohne f-MLP - einen ausgepragten Fluoreszenzanstieg (Abb. 33a, Histogramm 3 und Abb. 

33b, Balken 3), der auch dutch gleichzeitige Stimulation der Zellen mit f-MLP (Abb. 33a, 

Histogramm 4 und Abb. 33b, Balken 4) oder PMA (nicht gezeigt) nur noch leicht 

gesteigert werden kann. Abb. 33b faBt diese Daten als Mittelwerte der Fluoreszenz- 

verteilungen zusammen. 

Als potentielle Effektoren der Tyrosin-Phosphorylierungen an Proteinen konnten durch 

"Western blof'-Untersuchungen die stabile Expression von PTK aus der "5rc"-Familie, 

darunter die PTK p55^-fs^ unter einer Vielzahl von Stimulationsbedingungen, die nicht 

extra aufgefuhrt werden mtlssen, in difFerenzierten HL-60 Zellen nachgewiesen werden 

(Abb. 34). 

Die Behandlung der Zellen mit dem Antibiotikum Herbimycin A (16 h, 1 (ig/ml) flihrte in 

Ubereinstimmung mit der beschriebenen Degradationswirkung der Substanz durch Bin- 

dimg an reaktive SH-Gruppen der Proteine (Fukazawa et al. 1991; Uehara & Fukazawa 

1991) zu einer starken Reduktion des nachweisbaren "j'rc"-Proteins (Ergebnls nicht 

gezeigt). Die Phosphorylierungen an Tyrosinresten betreffen eine Reihe von Proteinen, die 

sich liber einen weiten Molekulargewichtsbereich verteilen (Ergebnis nicht gezeigt). 

Src 

1 -60kDa 

Fgr 
mmMtrnfUrn'mm^mm -SSkDa 

Abb. 34 :        Expression von Proteintyrosin-Kinasen aus der ".src"-Familie und der PTK 
pSS'^-fs''. HL-60 Zellen, 4 d nach Induktion der Differenzierang, wurden 
lysiert, die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Transfer auf 
eine Nitrocellulose-Membran mittels spezifischen Antikorpem gegen "src" 
und "fgf" sowie "enhanced chemiluminescence" nachgewiesen. 

3.2.5.1 Protein-Tyrosin-Kinase-Aktivitat und "respiratory burst" 

Ein etablierter Inhibitor von PTK ist neben dem Antibiotikum Herbimycin A das Flavon- 

Derivat Genistein, das im aktiven Zentrum der Enzyme mit ATP um die Substratbindungs- 

stelle konkurriert (Akiyama et al.   1987; Uckun et al.  1993).  Genistein zeigt eine 
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konzentrationsabhangige Inhibition der "bursf'-Reaktion. Eine Konzentration von 25 |ig/ml 

bewirkt bei der durchfluUzytometrischen Analyse eine Restaktivitat des f-MLP- 
vermittelten "respiratory burst" von ca. 25% (Abb. 35). Die IC50 fiir Genistein liegt dabei 

bei ca. 10 |ig/ml. 

Die Luminol-abhangige, durch PMA oder Immunkomplexe stimulierte Chemolumineszenz 

reagiert empfindlicher auf Genistein. Bereits eine 5-miniitige Vorinkubation der Granulo- 

zyten mit 25 \igfml fuhrt jeweils zu einer Reduktion der Lichtausbeute um ca. 85% (Abb. 

35) bei einer - gegeniiber f-MLP-Stimulation - deutlich gesteigerten Empfmdlichkeit mit 
einer IC50 zwischen 0,25 iind 0,5 ^g/ml. 

Herbimycin A verursacht zwar erst bei Langzeitinkubation (>10 h) der Zellen eine PTK- 

Degradation, vermag aber bereits bei Kurzzeit-Applikation inhibitorisch auf PTK-Aktivitat 

zu wirken. Die Restlichtausbeute der Granulozyten in der Chemolumineszenz nach nur 10- 

miniitiger Vorinkubation der Zellen mit dem Lihibitor (1 ng/ml) und PMA-Stimulation 
betragt ca. 25% (Abb. 35) mit einer IC50 fur Herbimycin A von ca. 0,5 |ig/ml. 

Damit ist fur jeden der drei Stimuli eine Beteiligung von PTK-Aktivitat(en) bei der 
Auslosung der "respiratory burst"-Reaktion wahrscheinlich. 
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Abb. 35: Beteiligung von Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)-Aktivitat bei der 
"respiratory burst"-Reaktion. Granulozyten wurden mit Lihibitoren von 
PTK-Aktivitat, Genistein (25 |xg/ml) oder Herbimycin A (1 ^ig/ml), 5 bzw. 
10 min vorinkubiert und die Reaktion nach Stimulation der Zellen mit 
PMA, f-MLP oder Immunkomplexen (IKs) durchfluBzyto- oder lumino- 
metrisch (Herbim. A) bestimmt. 
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3.2.5.2 Protein-(Tyrosin)-Phosphatase-Aktivitat und "respiratory burst" 

In Analogic zum Einsatz von Vanadiumhydroperoxid als Stabilisator von Phospho- 

tyrosinresten (siehe Kap. 3.2.4) kann eine Vanadiumverbindung auch bei der durchfluB- 

:^ometrischen Analyse des "respiratoiy burst" Verwendung finden. Unter der Annahme, 

daB eine Dephosphorylienmg von Proteinen mit einer Termination der Reaktion einher- 

geht, ist unter Vanadateinsatz mit einer verstarkten Immunantwort zu rechnen. Dabei muB 

bei Verwendung von DHR 123 als Indikator allerdings auf den starkeren Inhibitor 

"Pervanadat" verzichtet werden, da dieser selbst als Oxidationsmittel wirkt, und es muB 

Ortho (o)-Vanadat zum Einsatz kommen. Eine sekundare Reduktion von o-Vanadat zu Va- 
Hydroperoxid durch HjOj der induzierten "respiratory burst"-Reaktion kann jedoch nicht 

ausgeschlossen werden (Trudel et al. 1991; Bourgoin & Grinstein 1992; Cui et al, 1994). 

Abb. 36 zeigt die Konzentrationsabhangigkeit des o-Vanadat-Effektes auf die f-MLP- 

induzierte "respiratory burst"-Reaktion von Granulozyten. Es zeigt sich eine signifikante 

(p: < 0,05) Steigerung der Aktivitat tiber den gesamten Konzentrationsbereich, die bei ca. 

25 [iM o-Vanadat in ein Plateau mtindet (Abb. 36). Diese Aktivitatszunahme betragt ca. 

40% gegeniiber den KontroUansatzen durch Vorinkubation der Zellen fiir 10 min mit 25 

pM o-Vanadat, wahrend PMA-stimulierter "burst" im gleichen Konzentrationsbereich zu 

ca. 30% in einem bisher unverstandenen Mechanismus (Lu et al. 1992) signifikant (p: < 

0,01) inhibiert wird (Abb. 36). 

Als selbstandiger Stimulus von Granulozyten vermag o-Vanadat im Konzentrationsbereich 

5 - 200 nM nicht zu wirken (Ergebnisse nicht gezeigt; Trudel et al. 1991). Damit ist 

angedeutet, daB die alleinige Erhohung von Phosphorylierungen an Proteintyrosinresten 

nicht zur Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase ausreicht (Steinbeck et al. 1991) und 

daB zur Auslosung der "burst"-Reaktion die extemen (PTK)-Stimuli (mit der Freisetzung 

von Lipid-2nd-messenger"-Molekulen; s. Kap. 4.2) notwendig sind. 

Exogene Katalase-Aktivitat (200 ng/ml) reduziert die in etwa verdoppelte Fluoreszenz- 

intensitat beim Ausgangswert der Proben nach 10 |iM Va-Hydroperoxidzusatz auf das 
KontroUniveau und verdeutlicht damit die Mitwirkung von H2O2 bei der Oxidation des 

Indikators Dihydrorhodamin 123 (Ergebnis nicht gezeigt; siehe Kap. 4.2.1). 

Da wie oben (Kap. 1.1.3) ausgefuhrt, im Zuge der Aktivierung der NADPH-Oxidase neben 

Phosphoiylierungen an Tyrosim-esten auch solche an Serinresten vorkommen (z.B. an 

p4'jphox^ El Henna et al. 1994; Bengis-Garber & Gruener 1995), die durch eine andere 

Gruppe von Protein-Phosphatasen (PP; Unterklassen: PP-1 und -2A) wieder entfemt 

werden (Cohen 1989; Lu et al. 1992), kam in weiteren Experimenten mit dem Polyather- 
Derivat einer Cjg-Fettsaure, "Okadaic acid" (OA; Cohen et al. 1990; Sasaki et al. 1993), 
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ein spezifischer Inhibitor fur diese Enzymgruppe (Serin-Threonin-Protein Phosphatasen) 

zum Einsatz. 
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Abb. 36: Beteiligung von Protein-Phosphatase-Aktivitat bei der "respiratory burst"- 
Reaktion. 1. Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Konzentrationsabhangigkeit der 
Behandlung mit Ortho-Vanadat auf die f-MLP- oder PMA-vermittelte 
"respiratory burst"-Reaktion von Granulozyten. Die Zellen wurden mit dem 
Inhibitor 10 min vorinkubiert und die Reaktion nach Stimulation durchfluB- 
zytometrisch gemessen. 

Eine Vorbehandlung fur 10 min von Granulozyten oder von HL-60 Zellen (nach 4 - 5 

Tagen der Induktion zur Differenzierung) mit bis zu 2 ^M OA verursacht - ahnlich den 

Beobachtungen nach o-Vanadat-Inkubation - Stimulus-abhangige Reaktionen. Es zeigt sich 

eine konzentrationsabhangige Lihibition der "burst"-Antwort nach PMA-Stimulation, die 

bei Granulozyten bei ca. 250 nM OA einsetzt und in Ubereinstimmung mit Djerdjouri et al. 
(1995) mit einer IC50 von ca. 850 nM bei 2 |LIM zu einer kompletten Unterdruckung der 

Reaktion fuhrt (Abb. 37). HL-60 Zellen reagieren noch empfmdlicher (IC50 ca. 75 nM) und 

ihre "burst"-Funktion nach PMA-Stimulation wird bereits von 100 nM OA auf ca. 15% 

Restaktivitat reduziert (Abb. 37). Die hnmunkomplex-induzierte Reaktion der Granulo- 

zyten wird ebenfalls konzentrationsabhangig durch 2 ^M OA vollig inhibiert (Abb. 37). 

Dagegen verursacht OA-Vorbehandlung der Granulozyten bei der f-MLP-induzierten 

Reaktion mit CytB im Ansatz nur relativ geringe Anstiege (auf ca. 130% bei 1000 nM; p: > 

0,05) des  "burst"  der Kontrollen, wahrend sich beim Ansatz ohne  CytB  im OA- 
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Konzentrationsbereich von 500 nM bis 1 ^iM starke Zunahmen auf ca. 300% (p: < 0,05) 

der KontroUen ergeben (Abb. 37). 

Mit diesen Ergebnissen ist auch die Beteiligung von Ser/Thr-Proteinphosphatasen an der 

Regulation der "respiratory bursf'-Reaktion der Neutrophilen/HL-60 Zellen deutlich belegt. 
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Abb. 37: Beteiligung von Protein-Phosphatase-Aktivitat bei der "respiratory burst"- 
Reaktion. 2, Protein-Serin/Threonin-Phosphatasen. Konzentrations- 
abhangigkeit der Behandlung mit "Okadaic acid" auf die f-MLP-, PMA- 
oder Immunkomplex (IKs)-vemiittelte "respiratory burst"-Reaktion von 
Granulozyten oder HL-60 Zellen (4 -5 d DMSO). Die Zellen wurden mit 
dem Inhibitor 10 min vorinkubiert und die Reaktion nach Stimulation mit 
PMA, f-MLP (+ CytB) oder IKs luminometrisch bestimmt. 

3.2.6 Phosphatidylinositol 3-Kinase-Aktivitat und "respiratory burst" 

Die Enzymaktivitat der Ptdlns 3-Kinase (PI3-K) phosphoryliert den Inositolrest von Ptdlns- 

Verbindungen stereoselektiv an der 3'-Position. Als charakteristische Produkte ent-stehen 
dabei Ptdlns-Mono-, Di- oder Triphosphate, PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P2 und PtdIns(3,4,5)P3 

(Hawkins et al. 1992; Stephens et al. 1994). Eine mogliche Bedeutung dieser Phospho- 

lipide bei der Auslosung der "respiratory burst"-Aktivitat in Neutrophilen wird erst seit 

kurzerer Zeit diskutiert (Stephens et al. 1991; Arcaro & Wymann 1993; Okada et al. 1994; 

Stephens et al. 1994, Thelen et al. 1994; Nakanishi et al. 1995). 
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Der Penicillium-Metabolit Wortmannin ist durch seine irreversible, kovalente Bindung an 

die katalytische pllO-Untereinheit des Enzyms ein potenter und im nM-Konzentrations- 

bereich ein selektiver Inhibitor von PI3-K-Aktivitat (Arcaro & Wymann 1993; Yano et al. 

1993; Powis et al. 1994; Thelen et al. 1994). In der durchfluBzytometrischen Analyse der 

"respiratory bursf'-Aktivitat von Granulozyten kann diese durch Vorinkubation der Zellen 

fur 5 min konzentrationsabhangig reduziert und mit 100 nM Wortmannin nach f-MLP- 

Stimulation vollig inhibiert werden, wahrend unter der gleichen Wortmannin-Konzen- 

tration die PMA-vermittelte oder durch Aktivierung der Zellen mit Immunkomplexen 

ausgeloste Reaktion cine Restaktivitat von ca. 25% bzw. 30% aufweist (Abb. 38). Die 
ICso-Konzentration liegt dabei fur PMA- und f-MLP-Stimulation bei 6 - 7 nM Wortmannin 

(bei Immunkomplexen bei ca. 50 nM) und kann durch Verzicht auf CytB im Ansatz mit f- 

MLP auf < 1 nM gesenkt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Der Luminol-abhangige Chemolumineszenz-Assay reagiert etwas resistenter auf eine 

Lihibitor-Vorbehandlung der Granulozyten mit Restaktivitaten nach 100 nM Wortmannin 

von 26% bzv^. 64% nach f-MLP- bzw. PMA-Stimulation, jedoch empfmdlicher auf 

Immunkomplex-Aktivierung mit ca. 10% Restaktivitat (Abb. 38). 

120 

< 
ti 
Hi 

o 

100 - 

80 - 

60 - 

40 - 

20 - 

0 

FCM 

i EX3- 

Chemolum. 

^oO%</#      ,^>n^ 
1-^ ElJ 

Abb. 38: Beteiligung von Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K)-Aktivitat bei der 
"respiratory burst"-Reaktion. 1) Effekt von Wortmannin. Granulozyten 
wurden mit dem hihibitor von PI3-K-Aktivitat, Wortmannin (100 nM), 5 
min vorinkubiert und die Reaktion nach Stimulation der Zellen mit PMA, f- 
MLP Oder Immunkomplexen (DCs) durchfluBzyto ("FCM")- oder lumino- 
metrisch ("Chemolum.") bestimmt. 
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Im Gegensatz zu Wortmannin konkurriert ein kurzlich publizierter, weiterer Inhibitor der 

PI3-K, das Quercetin-Derivat mit der Kurzbezeichnung "LY294002", [chemischer Name: 

2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-l-benzopyran-4-one], mit ATP um die Bindungsstelle am 

Enzym (Vlahos et al. 1994 und 1995; Nakanishi et al. 1995). 

Im Chemolumineszenz-Assay (Jewells n = 2) zeigt LY294002 konzentrationsabhangige 

Efifekte und verursacht nach Vorinkubation von Granulozyten mit 100 jiM flir 5 min eine 

starke Inhibition der "respiratoiy burst"-Aktivitat auf ca. 12% Restaktivitat nach f-MLP- 
Stimulation in Anwesenheit von CytB und auf 3,5% ohne CytB (Abb, 39), Die IC5Q-Werte 

betragen in Ubereinstimmung mit Vlahos et al. (1995) ca. 20 pM bzw, 1-2 jiM, Dagegen 

ist die PMA-stimulierte Aktivitat bis 50 jiM LY294002 praktisch nicht beeinfluBt und fallt 

erst bei 100 |iM leicht auf ca. 85% ab (Abb. 39). Der Immunkomplex-stimulierte "burst" 

der Granulozyten zeigt eine mittlere Empfindlichkeit mit einer Restaktivitat nach 100 pM 

LY294002 von ca. 40% (n - 2). 

Im Gegensatz zur Chemolumineszenz reagiert der durchfluBzytometrische "respiratory 

burst"-Assay (jeweils n = 2 - 3) nach PMA-Stimulation empfindlicher auf eine Vorbe- 

handlung der Granulo:^en mit LY294002. Dies betriffl; sowohl den Ausgangswert der 
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Abb. 39: Beteiligung von Ptdlns 3-Kinase (PI3-K)-Aktivitat bei der "respiratory 
burst"-Reaktion. 2) Effekt von LY294002. Granulozyten warden mit einem 
Inhibitor von PI3-K-Aktivitat, LY294002 (100 ^iM), 5 min vorinkubiert 
und die Reaktion nach Stimulation der Zellen mit PMA oder f-MLP (± 
CytB) durchflulJzyto ("FCM")- oder luminometrisch ("Chemolum.") 
bestimmt. 
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Fluoreszenzintensitat vor Stimuluszugabe (T = 0') und die scheinstimulierten Ansatze 
(Ergebnisse nicht gezeigt) als auch die stimulierte Fluoreszenz der Zellen (T = 15'). Die 
Restaktivitat nach 100 ^M LY294002 betragt hier ca. 25% (IC50: ca. 15 \iM), wahrend die 

f-MLP-vermittelte "bursf'-Aktivitat mit einer Inhibition von 85% vergleichbar mit der der 
Chemolumineszenz ist (Abb. 39). 

Damit ist auch eine Mitwirkung von PI3-K-Aktivitat bei der Stimulation der "respiratory 

bursf'-Oxidase durch PMA, f-MLP oder hnmunkomplexe sehr wahrscheinlich. 

Fiir HL-60 Zellen unter DMSO-hiduktion und f-MLP-Stimulation (+ CytB) laBt sich eine 

allmahliche Angleichung ihrer Empfmdlichkeit (im Zeitraum 3 bis 6 d nach Liduktion der 

Differenzierung) gegeniiber LY294002 an die reifer Granulozyten beobachten, was als 

moglicher neuer Differenzierungsmarker fur HL-60 Zellen zu werten ist (Abb. 40). Die 

Resistenz der HL-60 Zellen gegeniiber 100 (xM LY294002 nach PMA-Stimulation ist mit 

85-90% Restaktivitat vergleichbar der von Granulozyten (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Abb. 40: 
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Angleichimg der Empfmdlichkeit von HL-60 Zellen gegenuber einem 
Inhibitor von PI3-K-Aktivitat, LY294002, im Laufe ihrer Differenzierung 
an die reifer Granulozyten. HL-60 Zellen unter DMSO-Behandlung wurden 
zwischen den Tagen 3 und 6 nach Induktion der Differenzierung mit 
LY294002 vorbehandelt und ihre Reaktion auf eine f-MLP-Stimulation 
luminometrisch im Vergleich zu Granulozyten (Mittelwert; n = 3) 
bestimmt. 

Bin Strahleneffekt auf PI3-K-Aktivitat zeigt sich am deutlichsten in Verbindung mit der 

Inhibition der Kinase durch niedrige Konzentrationen (1 bis 50 nM) von Wortmannin und 
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Stimulation beider bestrahlter Zelltypen rait dem Formylpeptid, Dies betrifift sowohl die 

chemoluminometrische als auch die durchfluB^ometrische Analyse der Wortmannin- 

inhibierten "respiratory bursf'-Reaktion, mit ausgepragteren Effekten bei der letzteren. 

Abb. 41 zeigt ftlr beide Verfahren nebeneinander die Abhangigkeit der Effekte von der 

Wortmannin-Konzentration nach Bestrahlung von Granuloi^en mit 5 Gy. Wahrend sich in 

der Luminometrie ab einer Konzentration von 5 nM Wortmannin ein Plateau bei ca, 85% 

des KontroUwertes der unbestrahlten Zellen (p: 0,012) ausbildet (n = 4), ffllt bei der DHR 

123-Methode und 10 nM Wortmannin der Wert noch deutlich bis auf ca. 60% ab (n = 6; p: 

< 0,01). In Parallelansatzen erwies sich die Reaktivitat bestrahlter und PMA-stimulierter 

Zellen ttber den gesamten Konzentrationsbereich des Wortmannins als nicht signifikant 

verschieden von der der KontroUzellen (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Eine Untersuchung bei bestrahlten (5 Gy) Granulozyten mit LY294002 als PD-K-Anta- 

gonist bestatigte ebenfalls die Stimulusabhangigkeit des Efifektes (Abfall auf ca. 87% nach 

5 nM LY294002 und f-MLP-Stimulation bei gleichzeitiger Stabilitat nach PMA- 

Stimulation in der Chemoluminometrie; Ergebnisse nicht gezeigt). 

Basierend auf diesen Ergebnissen kann somit auch eine Strahlenempfindlichkeit der 

Formylpeptid-aktivierten PI3-K-Aktivitat in Granulo^en postuliert werden. 
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Abb. 41: Strahleneffekte auf PI3-K-Aktivitat. Isolierte Granulozyten wurden mit 5 
Gy bestrahlt, mit Wortmannin (1-50 nM) 5 min vorinkubiert und nach 
f-MLP (+ CytB)-Stimulation im Vergleich zu unbestrahlten KontroUzellen 
mittels Chemolumineszenz oder DurchfluB^ometrie (schraffierte Balken; 
ohne MelJwerte bei 5 nM und 50 nM Wortmannin) analysiert. 
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3.2.7 PTK- neben PI3-Kinase-Aktivitat und "respiratory burst" 

Nachdem - wie in den vorlierigen Kapiteln 3.2.5.1 und 3.2.6 ausgefuhrt - deutlich 

geworden war, daB die "respiratory burst"-Reaktion sowohl auf Inhibition von PTK- als 

auch von PI3-K-Aktivitat anspricht, und die Moglichkeit bestand (Brugge 1993), daB es 

sich hierbei urn alternative Signaltransduktionswege handelt, wurde versucht, durch 

Kombinationen von PTK- und PI3-K-Inhibitoren zur Aufklarung dieser Wege beizutragen. 

Dabei kamen Inhibitor-Konzentrationen zum Einsatz, die nicht maximal inhibierend 

wirken: 0,5 [ig/ml oder 5,0 \ig/m\ Genistein und 10 nM oder 50 nM Wortmannin. 

Abb. 42 zeigt, daB nach PMA-Stimulation und luminometrischer Analyse von Granulo- 

zyten nach vorausgegangener PTK-(Teil)-Blockade durch Genistein dieser Effekt durch 

nachfolgende PI3-K-hihibition durch Wortmannin teilweise wieder aufgehoben werden 

kann. Die Wirkung ist umso groBer, je niedriger das Ausgangsniveau (bei hoher Genistein- 

Konzentration) ist und betragt bei 5 |Lig/ml ca. 55% und bei 0,5 \ig/ml ca. 19% 

Abschwachung auf erhohte Restaktivitaten von 38% bzw. 60% (n = 3- 4; Abb. 42). 

Umgekehrt wird bei durchfluBzytometrischer Untersuchung von Granulozyten mit PMA- 

Stimulus eine starke hihibition (-70%) des "respiratory burst" durch 50 nM Wortmannin 

mittels 5 \ig/ml Genistein komplett aufgehoben und auf das Niveau der alleinigen 

Genistein-Wirkung (-20%) zuriickgefuhrt (Ergebnisse nicht gezeigt). 

hn Gegensatz zur Stimulation mit PMA wird nach f-MLP-Aktivierung von Granulozyten 

(n = 2) eine etwa gleichstarke Hemmung der Reaktion (ca. -40 bis 50%) durch 

entsprechende Konzentrationen an Genistein (12,5 bzw. 25 ^ig/ml) oder Wortmannin (10 

nM) durch die kombinierte Applikation beider hihibitoren bei durchfluBzytometrischer 

Analyse verstarkt auf eine 76%- bzw. 95%-ige Hemmung (Abb. 42). 

Diese Ergebnisse deuten an, daB nach f-MLP-Stimulation auf dem Niveau von PTK- und 

PI3-K-Aktivitaten vermutlich Signaltransduktionswege aktiviert werden, die unabhangig 

voneinander parallel verlaufen, wahrend nach PMA-Stimulation der Zellen Wege 

beschritten werden, die eine wechselseitige positive Ruckkopplung besitzen. 

Experimente zur Strahlenempfmdlichkeit dieser Elemente der Signaltransduktion zeigen 

unterschiedliche Effekte. Wahrend unter 50 nM Wortmannin und 0,5 bis 5 ^g/ml 

Genistein, einzeln oder in Kombinationen, keine zusatzliche Strahlenwirkung (5 Gy) auf 

die PMA-stimulierte "respiratory burst"-Reaktion von Granulozyten gefunden wird, zeigt 

sich in der Kombination von 50 nM Wortmannin mit Herbimycm A (500 ng/ml) ein 

weiterer deutlicher Hemmeffekt auf ca. 80% der Aktivitat unbestrahlter Kontrollzellen, 

jedoch ebenfalls keine Wirkung bei Einzelapplikation der Antagonisten (Ergebnisse nicht 
gezeigt). 
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Abb. 42: Simultane Beteiligung von PTK- und PD-K-Aktivitat bei der "respiratory 
bursf'-Reaktion. Granulozyten wurden mit Genistein ["G"; 0,5 oder 5 
Hg/ml (PMA) bzw. 12,5 oder 25 ng/ml (f-MLP)] 15 min und/oder mit 
Wortmannin ["W"; 50 nM (PMA) oder 10 nM (f-MLP)] 5 min vorbehandelt 
und nach PMA-Stimulation luminometrisch (CL), nach f-MLP-Stimulation 
durchfluBzytometrisch (FCM) analysiert. 

3.2.8 Diacylglycerin-Kinase-ZPhosphatidyl-Phosphohydrolase-Aktivitatenimd 
"respiratory burst" 

In einem vorausgegangenen Abschnitt (Kap, 3.2.3.1) waren bei der Auslosung der 

"respiratory burst"-Reaktion beteiligte Enzymaktivitaten besprochen worden, zu deren 

Produkten Diacylglycerol (DAG) als der physiologische (Ko)Aktivator von klassischer 
PKC-Aktivitat zahlt (siehe Kap. 1.1,4), DAG wird durch die beiden Enzyme 

Diacylglycerin-Kinase (DAG-K) und Phosphatidyl-Phosphohydrolase (PPH) metabolisiert 
(Garland 1992; Cohen 1994), Sie sind Gegenspieler bei der Phosphorylierung von DAG zu 

Phosphatitsaure (PA) durch DAG-K-Aktivitat bzw. bei der Dephosphorylierung von PA zu 
DAG durch PPH-Aktivitat gemaB folgendem Schema: 
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Modulation dieser Enzymaktivitaten sollte sich bei der erwarteten Bedeutung von DAG- 

aktivierter PKC fur den "respiratory burst" von Phagozyten deshalb bei dessen 

Bestimmung bemerkbar machen. 

Der P-Rezeptorenblocker Propranolol ist auf zellularem Niveau ein etablierter Antagonist 

von PPH-Aktivitat (Pappu & Hauser 1983; Billah et al. 1989; Rossi et al. 1990; Gay & 

Murray 1991). Sowohl im HL-60 Modell (5 d DMSO) als auch bei peripheren Granulo- 

zyten ftihrt eine Vorbehandlung der Zellen fur 10 min mit Propranolol konzentra- 

tionsabhangig zu einem biphasischen Reaktionsmuster: Zunachst erfolgt eine Stimulation, 

die in eine Hemmung der f-MLP-vermittelten "respiratory burst"-Reaktion ubergeht, 

wahrend die PMA-stimulierte Reaktion in jeder getesteten Konzentration inhibiert wird. 

Dabei kommt der Vorinkubation der Zellen mit CytB bei f-MLP-Stimulation eine 

reaktionsmodulierende Wirkung zu; ohne CytB-EinschluB im Ansatz ist der stimulierende 

Effekt von Propranolol sehr viel ausgepragter (English 8L Taylor 1991). Spenderabhangig 

wird bei Granulozyten eine nahezu Verzehnfachung der "burst"-Antwort auf f-MLP ohne 

CytB durch 50 ^iM Propranolol beobachtet; der durchschnittliche Stimulationsfaktor 

betragt das ca. 8-fache der Kontrolle ohne Propranolol (Abb. 43). Mit CytB im f-MLP- 

Ansatz liegt der maximale Propranolol-Effekt bei 25 ^iM bei einer durchschnittlich urn den 

Faktor 1,4 erhohten Stimulation (p: < 0,05; Abb. 43). Inkubation der Zellen mit 100 ^M 

Propranolol ftihrt bei f-MLP-Stimulation (± CytB) zu einer vollstandigen Hemmung mit 
ICjo-Werten von 70 ^iM (+ CytB) bzw. 95 ^iM (- CytB); fur PMA-Stimulation betragt der 

ICjQ-Wert ca. 100 fxM mit einer ca. 8%igen Inhibition bei 50 ^iM Propranolol (Abb. 43). 

Da unter f-MLP-Stimulation die Vitalitat der Zellen bei 100 |iM Propranolol gegeniiber 

den Kontrollen nur um ca. 5 - 10% emiedrigt ist (Ergebnisse nicht gezeigt), muB hier ein 

weiterer Effekt des PPH-Antagonisten auf die Zellen vorliegen (siehe Kap. 4.2.3.1.5). 

Grundsatzlich ahnliche, jedoch weniger stark ausgepragte Auswirkungen einer 

Propranolol-Vorbehandlung werden bei HL-60 Zellen gefunden, mit einem Verstarkungs- 

faktor bis ca. 1,5 bei 50 |JM nach f-MLP-Stimulation mit CytB (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Die Ergebnisse sind jedoch auf Grund der geringen Reaktion der Zellen (5 bis 6 d nach 

DMSO-hiduktion) auf f-MLP weniger einheitlich. hi beiden Zelltypen beeinfluBt CytB im 

Ansatz mit PMA die Reaktion. Granulozyten werden nur firiih (15 min-Stimulationswert) 

inhibiert (auf ca. 55% der Kontrolle ohne CytB) und erreichen nach 30 min nahezu das 
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Abb. 43: Beteiligung von Phosphatidyl-Phosphohydrolase (PPH)-Aktivitat bei der 
"respiratory bursf'-Reaktion. Granulozyten wurden mit einem Miibitor von 
PPH-Aktivitat, Propranolol (50 pM), 10 min vorinkubiert und die Reaktion 
nach Stimulation der Zellen mit f-MLP (± CytB) oder PMA durchfluBzyto- 
metrisch bestimmt. 

Kontrollniveau (ca. 90%), wahrend bei HL-60 Zellen sich die inhibierende Wirkung von 

CytB kontinuierlich verstarkt (Restaktivitat: 35% bzw. 10% nach 30 min bzw. 60 min 

Stimulation; Ergebnisse nicht gezeigt). Dieser inhibitorische Effekt von CytB bei PMA- 

Stimulation kann durch Propranolol im Konzentrationsbereich 25 bis 200 ^iM teilweise 

(bis 160% der KontroUe ohne Propranolol) wieder aufgehoben werden (Ergebnisse nicht 

gezeigt). 

Der DAG-K-Inhibitor I mit der Kurzbezeichnung "R59 022" (chemischer Name: 6-[2-[4- 

[(4-fluorophenyl)phenylmethylene]-l-piperidinyl]ethyl]-7-methyl-5H-thiazol [3,2a]-pyri- 

midin-5-one; de Chaffoy de Courcelles et al. 1985; Ohtsuka et al. 1990; Goin et al. 1993) 

kann bis zu einer Konzentration von 10 \iM ohne EinbuJJen an Vitalitat der Zellen einge- 

setzt werden (bei 25 ^M zeigen sich besonders nach PMA-Stimulation deutliche Vitalitats- 

verluste; Ergebnisse nicht gezeigt). Hinsichtlich ihrer Reaktion auf R59 022 erweisen sich 

Granulozyten und HL-60 Zellen (5 - 6 d nach Induktion zur Differenzierung) als 

verschieden bei nachfolgender PMA-Stimulation, jedoch gleich nach f-MLP-Stimulation. 

Vorinkubation der Zellen mit dem Antagonisten (10 |iM) flir 5 min verursacht bei nach- 

folgender Stimulation mit f-MLP in beiden Zelltypen 15 min bzw. 30 min nach Stimulation 

mit ca. 50% (p: < 0,01) bzw, 25% (p: < 0,01) signifikant hohere Reaktionen, jedoch 

keinerlei zusatzliche Aktivitat nach PMA-Stimulation der Granulozyten (Abb.  44). 
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Hingegen verdreifacht sich die durchschnittliche Reaktion der HL-60 Zellen auf PMA 30 

min nach Stimulation (p: < 0,01; Abb. 44). 

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung der Metabolisierung von DAG fur die 

Stimulierbarkeit der "respiratory bursf'-Aktivitat der Granulozyten/HL-60 Zellen. 
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Abb. 44: Beteiligung von Diacylglycerin-Kinase (DAG-K)-Aktivitat bei der 
"respiratory burst"-Reaktion. Granulozyten und HL-60 Zellen (5 -6 d nach 
Induktion zur Differenzierung) warden mit einem Inhibitor von DAG-K- 
Aktivitat, R59 022 (10 iiM), 5 min vorinkubiert und die Reaktion nach 
Stimulation der Zellen fur 15 min (Granulozyten) bzw. 30 min (HL-60 
Zellen) mit f-MLP oder PMA durchfluBzytometrisch bestimmt. 

Auch auf die Aktivitat von DAG-Kinase ist im HL-60-Modell eine Strahlenwirkung 

darstellbar. Abb. 45 zeigt den Effekt einer Bestrahlung mit 2 Gy am Tag 0 auf die Unter- 

suchungen 5 bis 6 d nach hiduktion der Differenzierung. Alleinige Bestrahlung verursacht 

in der durchfluBzytometrischen Analyse - ahnlich der Situation bei den akut bestrahlten 

Granulozyten (s.o.) - eine Erhohung der T = 0 min-Werte um ca. 30% gegenuber den 

KontroUen (p: < 0,05; Abb. 45). Im Laufe der PMA-Aktivierung fallt die Stimulierbarkeit 

der bestrahlten Zellen kontinuierlich auf ca. 60% der Kontrollwerte nach 40 min ab (p: < 

0,05) und erhoh sich bis zum Ende der Stimulationszeit (60 min) wieder auf das 
KontroUniveau (Abb. 45). 

Nach hikubation mit dem DAG-K-Antagonisten R59 022 (5 min; 10 oder 25 ^iM; n = 4) 

und Stimulation der Zellen mit PMA ist die Reaktivitat der bestrahlten Zellen initial 

unverandert (ca. 105% der unbestrahlten KontroUzellen), durchlauft em statistisch signifi- 

kantes Minimum nach einer Stimulationszeit von 30 min bei ca. 50% (p: < 0,01) und liegt - 

gegeniiber dem Ansatz ohne DAG-K-hihibitor beschleunigt - nach 40 bis 50 min wieder im 
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Bereich der KontroUen (Abb. 45). Die Unterschiede zwischen den beiden Kurven- 

verlaufen ohne und mit R59 022 sind flir die Zeitpunkte 10 min und 40 min nach 

Stimulation signifikant verschieden (p: < 0,05 bzw. < 0,01; #). 

i-i 
© •a 

c5^ 

tm 

<a 

I 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

-•— 2Gy + R59.. 
-^- 2Gy-R59.. 
-•— 0Gy+/-R59.. 

"1 n—I 1 1 r 
10     20     30     40     50     60 

Zeit nach Stimulation [min] 

Abb. 45: Strahlenefifekt auf DAG-Kinase-Aktivitat. HL-60 Zellen nach Bestrahlung 
mit 2 Gy am Tag 0 und 5 bis 6 d nach DMSO-Behandlung wurden mit 
R59 022 (10 Oder 25 \iM) 5 mm vorbehandelt und nach PMA-Stimulation 
die "respiratory bursf'-Reaktion durchfluJJzytometrisch bestimmt 
(Reaktionen unbestrahlter KontroUzellen = 100%). 

3.3 Strahleneffekte auf Lipidmetabolite als "2°^ messenger" der 

Signaltransduktion 

In den vorausgegangenen Kapitehi ist gezeigt worden, daB zellulare/en2ymatische 

Elemente in Signaltransduktionswegen zur Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase in 
Granulozyten und HL-60 Zellen grundsatzlich auf ionisierende Bestrahlung empfindlich 

reagieren konnen. Da sich darunter zwei Enzyme (DAG-K und PI3-K) befinden, deren 

Aktivitat direkt oder indirekt den zellularen Gehalt an DAG (mit)bestimmen komien, war 

es von Interesse auch den DAG-Gehalt bestrahlter Zellen mit imd ohne zusatzlichem 

Stimulus zu untersuchen. 

Die bisherigen Experimente verwenden nur f-MLP als stimulierendes Agens bei HL-60 

Zellen nach 4 bis 5 Tagen der DMSO-induzierten Differenzierung, die im Gegensatz zu 
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den zuvor (Kap. 3.2) beschriebenen HL-60-Experimenten im Minuten- bis Stundenbereich 

vorher bestrahlt worden waren. 

In Vorversuchen zeigte sich dabei, daB nicht nur der DAG-Gehalt von Zellen, sondem auch 

die verwandte Lipidklasse der Alkylacylglyceride (AAG) auf Bestrahlung reagiert. AAGs 
sind durch das Vorhandensein einer Fettsaure, die uber eine Atherbindimg an die C^- 

Position des Glycerols gebunden ist, gekennzeichnet. Beide Lipidfamilien sind im 

angewandten Extraktions- und Nachweisverfahren mit HPLC nebeneinander nachweisbar. 

Abb. 46 zeigt ein typisches Lipidspektrum der HPLC-Analyse unbestrahlter HL-60 Zellen 

(4 d nach DMSO-Zugabe) mit den fur die angewandten Laufbedingungen typischen 

Retentionszeiten von ca. 9 bis 12 min der AAGs und von ca. 20 bis 25 min der DAGs 

sowie von ca. 28 bis 35 min ftir Monoglyceride. Die Identifikation der Lipidklassen 

erfolgte anhand der Retentionszeiten von Standardsubstanzen. 
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Lipidanalyse von HL-60 Zellen mittels HPLC. Lipide aus HL-60 Zellen 
(4 d nach DMSO-Zugabe) wurden mit Hilfe von Chloroform und Methanol 
extrahiert, derivatisiert [mit Benzoesaureanhydrid und 4-(Dimethylamino)- 
Pyridin] und nach Aufiiahme in Hexan einer HPLC-Analyse mit UV- 
Detektion (230 nm) unterzogen. 

Die Auswertung der HPLC-Spektren erfolgte durch Integration uber die zuvor festgelegten 

Bereiche der Lipidgruppen. Aus induzierten, aber unstimulierten HL-60 Zellen werden 

typischerweise DAG-Anteile an der Gesamtheit extrahierbarer Lipide von 5% - 7% 

bestimmt und AAG-Anteile von 2% - 3%, im konkreten Beispiel der Probe aus Abb. 46: 

7,0% DAG bzw. 2,4% AAG. Veranderungen der AAGs werden nachfolgend nicht weiter 

ausgefuhrt. 
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Ein typisches Beispiel flir Strahleneffekte auf den DAG-Gehalt unstimulierter HL-60 

Zellen (4 - 5 d nach Induktion der Differenzierung) ist in Abb. 47 dargestellt, Es zeigt, daB 

alleine die experimentelle Manipulation der Zellen im Zusammenhang mit der Bestrah- 

lung/Scheinbestrahlxmg im Zeitraum bis ca. 10 min nach Bestrahlung/Scheinbestrahlung zu 

einer leichten Zunahme um ca. 30% (1,5%-Pimkte; ca. 5% -^ 6,5%) flihrt, die nach 30 und 

60 min wieder auf den Ausgangswert zuriickkehrt (Abb. 47). Nach Bestrahlung der Zellen 

mit Dosen bis zu 5 Gy zeigen sich dosisabhangige Veranderungen der DAG-Gehalte. Eine 

Dosis von 2 Gy nivelliert bereits den Effekt der experimentellen Manipulationen auf den 

DAG-Gehalt der Zellen uber einen Zeitraum von 60 min nach Bestrahlung; Dosen von 4 

Gy bzw. 5 Gy verursachen deutliche Abnahmen der DAG-Gehalte auf ca, 50% des 

Ausgangswertes 10 min bzw. 30 min nach Exposition (Abb. 47). 60 min nach 

Bestrahlungsende befinden sich alle Werte wieder im Ausgangsbereich (Abb. 47). 

Damit ist gezeigt, daB Bestrahlung alleine temporar eindeutig meBbare Auswirkungen auf 

die Lipidzusammensetzung auf dem Niveau der DAGs von HL-60 Zellen hat. 
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Abb. 47: Strahleneffekte auf den DAG-Gehalt von HL-60 Zellen. HL-60 Zellen (4 d 
nach DMSO-Induktion) wurden bestrahlt (2-5 Gy) und zu den ange- 
gebenen Zeitpunkten die DAG-Gehalte mittels HPLC bestimmt. 

In den nachfolgenden Experimenten wurden die Effekte einer f-MLP-Stimulation auf die 

DAG-Gehalte bestrahlter Zellen im Zeitraum bis 20 min nach Bestrahlung analysiert. Zur 

Vermeidung einer weiteren Variablen im Ansatz wurden diese Versuche ohne CytB vorge- 
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nommen, da Vorversuche eigenstandige Effekte einer alleinigen CytB-Behandlung auf die 

Lipidzusammensetzung der Zellen ergeben batten (Ergebnisse nicht gezeigt). 

In weiteren Vorversuchen war auch der Zeitpunkt der starksten Verandemngen nach f- 

MLP-Stimulation mit 2 min bestimmt worden (Ergebnisse nicht gezeigt), die in den 

nachfolgenden Experimenten konstant gehalten wurde. F-MLP-Stimulation unbestrahlter 

Zellen (5 d nach DMSO-Behandlung) fiihrt 1 min nach Scheinbestrahlung zu einem 

Anstieg des DAG-Gehaltes urn ca. 30% (2%-Punkte; ca. 7% -> ca. 9%), der zu den Zeiten 

3, 7 und 20 min nicht mehr induziert werden karni und mit abnehmender Tendenz zu 

DAG-Gehalten unterhalb des Ausgangswertes fuhrt (ca. -30% nach 20 min; Abb. 48). 

Einen prinzipiell ahnlichen Verlauf nimmt der DAG-Gehalt stimulierter Zellen nach 1 Gy, 

jedoch ohne die ausgepragte Zunahme nach 1 min (Abb. 48). Dosen von 2 Gy und 5 Gy 

(nicht gezeigt) fuhren zu DAG-Gehalten unterhalb des Ausgangswertes zu alien 

MeUzeitpunkten mit einem Minimum bei ca. 50% der KontroUe zum Zeitpunkt 3 min nach 

Bestrahlung (Abb. 48). 
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Abb. 48: Strahleneffekte auf den DAG-Gehalt f-MLP-stimulierter HL-60 Zellen. 
HL-60 Zellen (5 d nach DMSO-hiduktion) wurden bestrahlt (1 - 2 Gy) und 
die DAG-Gehalte nach Stimulation mit f-MLP (2 min) zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Bestrahlung mittels HPLC bestimmt. 

Mit diesen Daten ist auch ein antagonisierender Strahleneffekt auf die durch f-MLP 

provozierte Freisetzung von DAGs aufgezeigt. 
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4. Diskussion 

Wahrend die klassische Lehrmeinung in der Strahlenbiologie bis in die spaten 80er Jahre 

hinein davon ausging, daB der Mermediarstofl^echsel aulJerst strahlenresistent sei, hat die 

modeme strahlenbiologische Forscliung seit dieser Zeit zunehmend Hinweise daflir 

erbracht, dafl die DNA des Zellkems niclit alleine als das Target fur ionisierende Strahlen 

betrachtet werden darf. Vielmehr mulJ uber die Effekte an der DNA hinaus, die Strahlen- 

wirkung auf weitere zellulare Elemente mit weitreichenden Konsequenzen ftir die 

bestrahlte Zelle, das Organ und den Gesamtorganismus in Betracht gezogen werden 

(Review: Coleman 1993). Ohne Kenntnis ihres exakten Wirkmeclianismus' imd basierend 

auf rein empirisch-klinischer Erfahrung werden z,B. schon seit einiger Zeit Medikamente 

wie PentoxifyUin oder Dexamethason zur Linderung der Nebenwirkungen der Radio- 

therapie verabreicht (Hallahan et al. 1994), von denen wir heute erst beginnen zu verstehen, 

wie sie ihre benefizielle(n) Wirkung(en) z.B, durch Inhibition unerwtinschter Synthese des 

Tumomekrosefaktors-oc (TNF-a) erzielen konnten (Hallahan et al, 1994). Diese Kenntnis 

verdanken wir der emsthaften Einbeziehung von "Nicht-DNA"-Targets in strahlen- 

biologische Untersuchimgen, die entgegen etaWierter Lehrmeinung die Beeinfluflbarkeit 

von Enzymaktivitaten durch relativ niedrige Dosen (2-10 Gy) ionisierender Strahlung 

belegen (vgl. Uckun et al. 1993; Haimovitz-Friedman et al. 1994a; Stevenson et al. 1994). 

Bei den Untersuchungen an "Nicht-DNA"-Targets zeigte sich in vielen Fallen die grund- 

satzliche Strahlensensitivitat von Elementen intrazellularer Signaltransduktionswege 

(Woloschak et al. 1990; Hallahan et al. 1989, 1991,1991a, 1991b, 1994 und 1994a; Uckun 
et al. 1992 und 1993; Haimovitz-Friedman et al. 1994; Kaffenberger & van Beuningen 

1994), Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen und erweitem diese Befimde. 

Unsere Experimente unterscheiden sich von vielen anderen der obengenannten, die z.B, 

nur mKNA-Analysen vorgenommen haben, dadurch, daB unsere Untersuchungen einen 

klinisch relevanten Endpunkt, die "respiratory bursf'-Reaktion von Phagozyten, mit einbe- 

ziehen, Deren Bedeutung flir den Organismus wird im klmischen Erscheinungsbild der 

"chronic granulomatous disease", bei der erne "burst"-Dysfiinktion vorliegt (Babior & 

Woodman 1990; Smith & Cumutte 1991), besonders deutlich. 
Daruber hinaus haben unsere eigenen Untersuchungen an Patienten mit Hals-Kopf- 

Tumoren unter einer Radiochemotherapie bereits gezeigt, daB 1) eine Dysfunktion dieser 

hnmunfunktion positiv mit einem signifikant kilrzeren Uberleben der Patienten korreliert 

ist (Kaffenberger et al, 1992), und daB 2) die "burst"-Antwort der Granulozyten in vitro 

eine wichtige Komponente eines Mh wahrend der Therapie anzeigenden immunologi- 

schen "outcome scores" flir den Therapieerfolg und fur eine individuelle "Empfmdlich- 

keit" in dieser Patientengruppe darstellen kann (Kaffenberger et al. 1995). Eigene Unter- 
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suchungen an Opfem des Reaktorunfalls in Chernobyl haben schlielilich mit z.T. extrem 

erhohten "respiratory bursf'-Reaktionen verdeutlicht, daB diese Funktion noch Jahre nach 

einer massiven Strahlenexposition deutlich fehlreguliert sein kaiin (Kaffenberger et al. 

1996). Eine solche stark erhohte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wird fUr viele 

pathophysiologische Zustande (mit)verantwortlich gemacht (vgl. Jackson & Cochrane 

1988; Weiss 1989; Styrt 1990; Ward & Mulligan 1992; Varani & Ward 1994). 

Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen der beobachteten Dysfunktion der 

"bursf'-Reakion, z.B. der Prozesse der intrazellularen Signaltransduktion, die zu ihrer Aus- 

losung fijhren, waren allerdings unter den Bedingungen dieser klinisch-orientierten Studien 

nicht moglich. Die zum "respiratory burst" fiihrenden Wege der intrazellularen Signal- 

weiterleitung wurden deshalb als zentrale Fragestellung in der vorliegenden Arbeit 

analysiert. Als Modelle dienten bestrahlte reife neutrophile Granulozyten des Menschen 

und die humane Promyelozyten-Zellinie HL-60 nach deren Induktion zur Differenzierung 
zu einer Neutrophilen-ahnlichen Zelle. 

4.1 Diskussion des HL-60 Modells 

4.1.1 Diskussion des Promyelozyten-ZProgenitor-Status' der HL-60 Zellen 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden teilweise an der Promyelozytenleukamie-Zelline 

HL-60 vorgenommen, die bereits seit einiger Zeit als Modell fur myelopoetische 

Proliferation und mduzierbare Differenzierung in vitro gut etabliert ist (Collins et al. 1980; 

Fischkoff et al. 1984; Hutt-Taylor et al. 1988). In jiingster Zeit vmrde allerdings die Ein- 

stufung der HL-60 Zelle als Promyelozyt emsthaft in Frage gestellt (Drexler et al. 1995). 

Die Zweifel stiltzen sich auf eine bereits Ende der 80er Jahre erfolgte emeute Aufarbeitung 

(Dalton et al. 1988) des archivierten Materials von 1976, das damals zur Diagnose "akute 

Promyelozytenleukamie" gefuhrt hatte (Collins et al. 1977). Die Neubewertung fuhrte zu 

der revidierten Diagnose "akute myeloische Leukamie" (Dalton et al. 1988), die in einem 
"diskreten Stadium der Differenzierung zwischen dem spaten Myeloblasten und dem 

Promyelozyten" angesiedelt sein soil (Drexler et al. 1995). Die Unsicherheit der Ein- 

stufung ist bedingt durch nicht eindeutige morphologische und immunphanotypische Er- 

schemungsbilder, die auch durch zytochemische Analysen (Esterase-, Myeloperoxidase-, 

Annexin VIU-Expression) nicht zweifelsfrei geklart werden konnten (Drexler et al. 1995). 

Gegen eine Klassifizierung der HL-60 Zelle als Promyelozytenleukamie soil auch das 

Fehlen der daftir als typisch angesehenen chromosomalen Translokation zwischen den 

Chromosomen 15 imd 17 [t(15;17)] sprechen (Drexler et al. 1995). Trotz der Neube- 

wertung der HL-60 Zellinie behalt sie natiirlich auch weiterhin ihren Stellenwert als 
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geeignetes Modell flir Untersuchungen zur Leukamie-Entstehimg iind zur Modulation der 

Differenzienmg entlang der verschiedenen Reifongslinien (Drexler et al. 1995). 

Unsere Ergebnisse belegen, daB auch die von uns verwendeten HL-60 Zellen (es soUen 

mehrere verschiedene Subklone existieren; Toksoz et al, 1982; Bimie 1988; Fischkofif et al. 

1990; Fibach et al, 1991) sich uninduziert und nach Induktion der Differenzienmg durch 

DMSO ahnlich den Beschreibungen in der Literatur verhalten. Die beobachtete 

durchschnittliche Verdopplungszeit uninduzierter Zellen liegt mit ca, 23 h am unteren Ende 

der fruher publizierten Zeitspanne von 20 - 45 h (Bimie 1988), ist jedoch weit entfemt von 

den 55 - 60 h der Originalzellen (Drexler et al, 1995). Als Ursache dafur ist die Selektion 

schnellwachsender Zellen innerhalb der Kultur im Laufe der Langzeit-Kultivierung der 

Zellinie anzunehmen (Drexler et al, 1995). Induktion der Differenzienmg mit DMSO 

verursacht einen Ruckgang der Proliferation mit ca, 75% niedrigeren Zelldichten als in 

uninduzierten Kulturen, ahnlich den Befunden von Boyd & Metcalf (1984), Dieser Effekt 

wird von einer Bestrahlung unmittelbar vor DMSO-Zugabe welter verstarkt. Die zeitliche 

Abfolge von Bestrahlung unmittelbar gefolgt von der DMSO-Applikation wurde bewuBt 

gewahlt, um die Strahlenschutzwirkung des Induktors (Moulder et al, 1978) zu umgehen, 

Hinsichtlich ihrer Radiosensitivitat unterscheiden sich die hier untersuchten HL-60 Zellen 
mit ihren strahlenbiologischen KenngroBen DQ (0,63 Gy), als ein MaB fur die intrinsische 

Strahlenempfmdlichkeit, und Dq (0 Gy), als ein MaB flir die Fahigkeit der Zellen den sub- 

letalen Strahlenschaden zu reparieren (Hall 1994; Fuks et al. 1995), nicht wesentlich von 
anderen HL-60 Klonen, uber die in der Literatur berichtet wird (DQ: 0,83 - 1,7 Gy, Dq: 

0,13 - 0,8 Gy: Weichselbaum et al. 1981; Rhee et al. 1985; Laver et al, 1986), Sie liegen 
damit  auch  in  den  GroBenordnungen  von  DQ-  und Dq-Werten,  die  fur humane 

hamatopoetische Progenitorzellen publiziert sind (Grilli et al. 1982; FitzGerald et al. 1986; 

Lehnert et al. 1986; Laver et al, 1987; Nothdurfl 1991), Die benutzten HL-60 Zellen 

konnen also hinsichtlich ihrer Strahlenempfmdlichkeit als humanen Progenitorzellen 

vergleichbar angesehen werden. 

4,1,2 Diskussion der immunphanotypischen Veranderungen induzierter und 

bestrahlter HL-60 Zellen 

Die Induktion zur granulo^aren Differenzienmg der HL-60 Zellen (mit DMSO) fuhrt zu 

bedeutsamen Veranderungen, die durch ionisierende Strahlung beeinfluBt werden konnen. 
Die Veranderungen betreffen - neben der Einstellung der Proliferation und dem Verlust der 

Immortalitat der uninduzierten HL-60 Zellen - sowohl das phanotypische Erschemungs- 

bild der Zellen als auch ihre fiinktionellen Fahigkeiten (s, Kap. 4.1.3). Die letzteren sind 
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z.T. mit dem ersteren gekoppelt (Expression eines funktionellen Formylpeptid-R), erfolgen 

z.T. aber auch Phanotyp-unabhangig (Entwicklung der Empfindlichkeit von PI3-K- 

Aktivitat auf LY294002; s. Kap. 4.1.4). 

Der Phanotyp undifferenzierter und differenzierter HL-60 Zellen ist charakterisiert durch 

das Fehlen typischer Antigene der lymphozj1;aren Reihe, jedoch mit Ausnahme des 

Markers fUr T-Helferzellen, CD4. Dessen relativ schwache Expression auf ca. 30% der 

uninduzierten Zellen ist angesichts einer ebenfalls schwachen Auspragung des CD4- 

Antigens auf reifen humanen Monozyten (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch 1993; nicht 

publizierte eigene Beobachtung) und der Induzierbarkeit von HL-60 Zellen zur 

Differenzierung entlang der monozytaren Reihe (Rovera et al. 1979) kein uberraschender 

Befimd. Dazu palJt auch das Vorhandensein des CD14-Antigens [Rezeptor fur den 

Komplex Lipopolysaccharid (LPS)/LPS-Bindungsprotein], das - neben der starken 

Auspragung auf Monozyten - auch in reifen Granulozyten noch schwach exprimiert wird 

(nicht publizierte eigene Beobachtung). 
Die anderen phanotypischen Merkmale aus der Familie der P2"IJitegrine (CDllb und 

CDllc) und die Fc-Rezeptoren fiir Immunglobulin G (FcyR; CD16, CD32 und CD64) 

werden groBteils auch von anderen Studien als Kriterien fur Differenzierungsvorgange 

aufgefuhrt (LegUse et al. 1988; Fanger et al. 1989; Dyballa 1995). Die dabei beobachteten 

Divergenzen in der Expression dieser Antigene sind z.T. sowohl auf die Verwendung 

unterschiedlicher monoklonaler Antikorper (Zusammenstellung in einer Dissertation, 

Dyballa 1995) als auch auf das Vorhandensein verschiedener HL-60 Subklone (Toksoz et 

al. 1982) in Kombination mit der bekannten phanotypischen Listabilitat von HL-60 Zellen 

(Ross et al. 1986; Leglise et al. 1988) zuriickzufuhren. Die eigenen Daten unbestrahlter 

Zellen passen zu den publizierten (LegUse et al. 1988; Dufer et al. 1989; Taetle et al. 1991) 

und stinmien z.B. hinsichtlich der relativen Expressionsdichte fur die drei FcyR (CD32 > 

CD64 > CD16) sehr gut mit diesen uberein (Fanger et al. 1989). Unsere Ergebnisse 

bestatigen auch hinsichtlich der konstitutiven Expression des CD 15-Antigens die 

Neuklassifizierung der HL-60 Zelle als "Nicht-Promyelozyt". Promyelozyten sind u.a. als 

CD15-negativer Zelltyp beschrieben (Grignani et al. 1994; Drexler et al. 1995). 

Nach Bestrahlung und DMSO-Applikation wird ein charakteristischer Verlauf des Anteils 

Antigen-ZRezeptor-positiver Zellen beobachtet, der (dosisabhangig) zu fruhen Zeitpunkten 

nach Bestrahlung (2 bis 4 Tage) einen hoheren Anteil positiver Zellen als in KontroUen 

aufweist. Die Ursache fur diese Erhohung ist bisher nicht geklart. Da die Antigen- 

/Rezeptor-Expression als hidiz ftir Differenzierung angesehen wird (s.o.), ware die Option, 

dali ionisierende Strahlimg Differenzierungsprozesse auch in Tumoren auslosen konnte, 

eine uberaus interessante Hypothese, welche die strahlenbiologische Forschung im Hin- 

blick auf ihre Anwendung in der Strahlentherapie sehr unterstiitzen wurde. Zumindest fur 

Fibroblasten (Rodemaim et al. 1991) und fiir eine erythroleukamische Zellinie (Schwenke 
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et al. 1995) sind strahleninduzierte Differenzienmgen beschrieben (Review: von 

Wangenheim et al. 1995). 
Altemativ ist beim erhohten Anteil Antigen-exprimierender Zellen nach Bestrahlung auch 

die Moglichkeit der Stimulation individueller Zellen im Sinne einer "Aktivierung" zu 

bedenken, die z.B. aus intrazellularen Speichem fertige Rezeptormolekule nach 

Aktivierung in die Plasmamembran integrieren. Solche Effekte sind praktisch fllr alle 

dahingehend untersuchten Strukturen beschrieben (vgl. van Epps et al. 1990; Ziegler- 

Heitbrock & Ulevitch 1993) und konnten evtl. uber die strahlenindiEierte Induktion von 

TNF-a (Hallahan et al. 1989, 1991 und 1994) mit seinem groBen Potential an 

stimulatorischen Wirkungen erklart werden. Eigene nicht gezeigte Ergebnisse belegen die 

Sekretion von TNF-a durch unseren HL-60 Klon. Bei den durchfluBzytometrischen 

Analysen bilden Antigen-positive HL-60 Zellen - anders als bei der Lymphozyten-Phano- 

typisierung - keine eigene, klar abgegrenzte Population. Vielmehr werden sie nur durch 

eine "Marker'-Setzung anhand derNegativkontroUe als solche definiert. Derart "aktivierte" 

Zellen konnten durch ihre erhohte Antigen-Expression artefiziell als "positiv" und damit 

differenziert(er) identifeiert werden. Dagegen spricht auch nicht die beobachtete Stabilitat 

der als Fluoreszenzintensitat gemessenen relativen Rezeptordichte (Ergebnisse nicht 

gezeigt). "Aktivierte" Zellen mussen sich in ihrer Rezeptordichte nicht von differen- 

zierteren Zellen unterscheiden und tragen so - zwar bei erhohtem Anteil - zur 

unveranderten Rezeptordichte aller "positiven" Zellen bei. 

Der Verlauf der Rezeptorpositivitat, besonders fiir CD14 und CDllc, die in jungster Zeit 

beide als Rezeptoren fflr bakterielles Endotoxin (LPS) diskutiert werden (Ingalls & 

Golenbock 1995), ist gekennzeichnet durch einen Abfall der Anteile positiver Zellen an der 

Gesamtpopulation im Zeitraum 4 bis 5 (6) Tage nach Induktion der Differenzierung mit 

und ohne Bestrahlung. Eine Moglichkeit zur Erklarung dieses Phanomens bietet die 

Zeitgleichheit dieser Erscheinung mit Apoptose-Beobachtungen in der Kultur (Abend et al. 

1995), die in einem Selektionsprozefi fur reifere Zellstadien den vorilbergehenden Abfall 

bedingen konnte. Die groBe Bereitschaft von HL-60 Zellen in Apoptose zu gehen wird 

auch nach UV-B-Bestrahlung beschrieben (Martin & Cotter 1991) und wird ebenfalls bei 

(isolierten) Granxilozyten im Laufe des Alterungsprozesses beobachtet (Savill et al. 1989; 

Riehemann & Sorg 1996). Ungeklart bleibt in diesem Zusammenhang die Frage, warum 

nicht alle gemessenen Epitope (CDllb, f-MLP-R) im Zeitraum 4 bis 5 Tage nach 

Induktion einen Abfall zeigen. Bin weiterer Mechanismus in der Regulation ihrer 

Expression konnte hier eine Erklarung sein. 

Die beobachten Veranderungen in der Expression des Formylpeptid-R (FPR oder f-MLP- 

R) sind fiir diese Arbeit von besonderem Interesse. Sein Erscheinen und seine 

Funktionalitat stellen das Bindeglied zwischen den hier diskutierten immunphanotypischen 

Veranderungen induzierter und bestrahlter HL-60 Zellen einerseits und dem Hauptaspekt 
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der vorliegenden Arbeit, den Untersuchungen der Signaliibertragimg zur Auslosung der 

"respiratory bursf'-Reaktion (unter dem EinfluB ionisierender Strahlvmg), anderseits dar. 

Die Expression des Formylpeptid-R ist relativ gut sowohl in HL-60 Zellen, aus denen die 

Klonierung des FPR-Genes gelang (Boulay et al. 1990), als auch in Neutrophilen 

untersucht (Niedel et al. 1980; Schmitt & Bultmann 1990; Kew et al. 1992; Perez et al. 

1992). Unsere Beobachtungen stimmen mit denen von Niedel et al. (1980) iiberein, die 

ebenfalls bis zu 30% FPR-positive Zellen in den ersten 4 Tagen nach DMSO-Gabe 

berichten. Auch der in den ersten beiden Tagen beobachtete Funktionsdefekt des FPR 

hinsichtlich der Stimulierbarkeit des "respiratory burst" (vgl. Abb. 16), findet eine 

Bestatigung in der Literatur. Chaplinski & Niedel (1982) machten die Beobachtung bei 

HL-60 Zellen, die mit Dibutyryl-cAMP zur granulozytaren Differenzierung induziert 

worden waren. Das plotzliche Einsetzen der Stimulierbarkeit der Zellen iiber den FPR am 

3. Tag nach DMSO-Gabe kann nicht mit einer veranderten FPR-Dichte, die von Tag 2 nach 

Tag 3 nur unbedeutend angestiegen ist (Ergebnisse nicht gezeigt; Kaffenberger & van 

Beuningen 1994), erklart werden. Vielmehr ist an einen unreifen Signaltransduktionsweg 

des FPR (s. Kap. 4.2.3.1) zu denken, dessen Defekt weiterer Abklarung bedarf. Unter der 

Annahme, daB das p67P^''^-Protein (s. Kap. 1.1.3) ein essentielles Element des NADPH- 

Oxidase-Komplexes darstellt, kann auch eine verzogerte Verfugbarkeit dieses Proteins im 

DifferenzierungsprozeJi (Levy et al. 1990) als Ursache des Funktionsdefektes 

ausgeschlossen werden, denn die PMA-stimulierte Reaktion setzt bei unseren Zellen im 

Gegensatz zu dem von Levy et al. verwendeten HL-60 Klon bereits am 2. Tag ein. 

4.1.3 Diskussion der funktionellen Veranderungen induzierter und bestrahlter 

HL-60 Zellen 

Wie der fruhzeitigen Expression des FPR nach Induktion der Differenzierung der HL-60 

Zellen (s. Kap. 4.1.2), muB auch den Mechanismen des Phagozytosevorgangs bis zum 

Ende des Untersuchungszeitraumes (7 d nach DMSO-Gabe) em gewisser Grad an Unreife 

beigemessen werden. Undifferenzierte HL-60 Zellen vermogen nicht zu phagozytieren vmd 

erreichen im differenzierten Zustand nur einen Anteil Phagozytose-aktiver Zellen von ca. 

60%. Unter Verwendung desselben Kits (opsonierte E. coli-Bakterien) werden aus VoUblut 

gesunder Spender routinemaUig > 95% Phagozytose-aktive Granulozyten und ca. 75% 

aktive Monozyten bestimmt (Broschiire des Herstellers und eigene Ergebnisse; vgl. Abb. 

13). Es besteht somit eine Diskrepanz zwischen der Auspragung von Rezeptoren der 

Phagozytose (Komplement-R = Adhasionsmolekule des CDll/CD18-Komplexes, FcyR 
und pi-Integrine: Petroni et al. 1988; Simms et al. 1989; Abrass 1991; Isberg & Tran Van 

Nhieu 1995), die von den ersten Tagen nach Induktion der Differenzierung an auf einem 

sehr viel hoheren Anteil  an Zellen in  durchfluBzytometrisch nachweisbarer Dichte 
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(gescMtzt: bei > 1.000 Bindungsstellen/Zelle) vorhanden sind, als der Anteil phagozyto- 

tisch aktiver Zellen unter unseren Kultur- und MeBbedingimgen in vitro erreicht. Als 

Ursache flir diese Diskrepanz sind bei nachgewiesener Adharenz der Bakterien an die 

Zellen (Dyballa 1995) Defekte/Unreifheiten von Elementen des Zytoskeletts zu 

diskutieren, welche evtl, die Einstulpimg des Phagosoms nicht zulassen. Gegen eine solche 

Unreifheit des Zytoskeletts spricht jedoch zumindest auf dem Niveau des Actins dessen 

Polymerisierbarkeit bereits in undifferenzierten Zellen, in die das aktive Gen des FPR 

transformiert vrarde und die nach f-MLP-Stimulation neben Actin-Polymerisation auch 

einen Anstieg der intrazellularen Ca2+-Konzentration als Ausdruck einer erfolgreichen 

Signaltransduktion zeigten (Prossnitz et al. 1993). Die Diskrepanz zwischen Rezeptor- 

expression und Phago^oseaktivitat der differenzierten HL-60 Zellen muB somit derzeit 

unerklart bleiben. 
Signifikante Strahleneffekte auf den Adharenz- und Phagozytosevorgang DMSO- 

induzierter HL-60 Zellen waren unter unseren Analysebedingungen nicht zu erkennen. 

Diese Beobachtung deckt sich mit fruheren Befunden (Gallin et al. 1984), die eine 

ausgesprochene Strahlenresistenz des archaischen Phago^oseprozesses belegt haben. 

4.1.4 Diskussion der Veranderungen des Zytoskeletts induzierter imd bestrahlter 

HL-60 Zellen 

Auf molekularer Ebene verursacht die Induktion zur Differenzierung der HL-60 Zellen mit 

DMSO neben den Veranderungen in der PKC-Aktivitat und deren Ansprechbarkeit durch 

Phorbolester (s. Kap. 3.1.4) auch die Entwicklung von Enyzmaktivitaten, die als Elemente 

der Signaltransduktionskaskade zur Auslosung des "respiratory burst" eine wichtige RoUe 

spielen (s.u.) bzw. erst die strukturellen Voraussetzungen dafur schaffen. 

Zu den Letzteren gehort offensichtlich eine Umorganisation des Zytoskeletts, zumindest 

soweit es die Actin-Komponente betriffl, die sehr eng mit der Aktivierang der NADPH- 

Oxidase auf verschiedenen Ebenen verknupft sein soil (Nauseef et al. 1991; Woodman et 

al. 1991; Greenberg 1995; Johansson et al. 1995a; Wiles et al. 1994 und 1995). Unsere 

Untersuchungen zeigen auf p-Actin-mRNA-Niveau sowohl eine ausgepragte 

Degradations- als auch eine Transkriptionsaktivitat wahrend der ersten Stunden nach 

Induktion der Differenzierung, die jedoch in einer Art von "rebound"-Phanomen zu einem 

Nettoanstieg des mRNA-Gehaltes gegeniiber dem Niveau undifferenzierter Zellen fuhrt. 

Der P-Actin-mRNA-Gehalt wird bei molekularbiologischen Untersuchungen sehr oft als 

intemer Standard fur die gleichmalJige Beladung der Gele verwendet, da von einem 

"house-keeping gene" eine stabile konstitutive Expression erwartet wird. Unsere Beflinde 

stellen die Verwendbarkeit dieser mRNA - zumindest unter den Bedingungen einer 

induzierten Differenzierung der (HL-60) Zellen - in Frage. Ahnliche Effekte auf P-Actin- 
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mRNA-Niveau werden in der Leber von Ratten nach Behandlung mit Tetrachlor- 

kohlenstoff oder partieller Hepatectomy beobachtet (Nakamura et al. 1994), jedoch ohne 

deren exakte Quantifiziening. 

Strahlendosen von 0,5 Gy oder 1 Gy verstarken die Nettozunahme der p-Actin-mRNA mit 

persistierend erhohten Gehalten wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes, eine 

Beobachtung, die moglicherweise emeut - wie bei den verstarkten phanotypischen Veran- 

derungen nach Bestrahlung (s. Kap. 4.1.2) - auf einen beschleunigten Reifungs- 

/AlterungsprozeB bestrahlter Zellen hindeutet. Dutch niedrige Dosen (6 bis 100 cGy) y- 

Strahlung induzierte Erhohung der p-Actin-mRNA wurde auch bei vergleichbarer Dosis- 

leistung von Woloschak & Chang-Liu (1991) in Fibroblasten beobachtet. Die Zunahme 

betrug dabei bei der hochsten Dosis 50% zum Zeitpunkt 100 min nach Bestrahlung. Besser 

vergleichbare Untersuchungen mit Uberprufung der Kinetik der P-Actin-mRNA 

Transkription uber den gesamten Zeitraum einer terminalen Differenzierung von Zellen 

sind nicht bekarmt. Diese Befunde unterstreichen somit die Wirkung relativ kleiner 

Strahlendosen auf zytoplasmatische Komponenten. 

Auf Proteinebene werden prinzipiell ahnliche, jedoch quantitativ weniger stark ausgepragte 

Veranderungen auf dem Niveau des F-Actin-Gehaltes nach dessen farberischer Darstellung 

mit NBD-Phallacidin gefunden. hi unseren durchfluBzytometrischen Analysen der HL-60 

Zellen zeigen sich dabei ahnlich homogene Fluoreszenzverteilungen als Ausdruck der 

GleichmaUigkeit des F-Actin-Gehaltes innerhalb der HL-60 Population v^ie bei 

Neutrophilen (Packman & Lichtman 1990). Keinen Effekt einer Retinsaure-uiduzierten 

Differenzierung von HL-60 Zellen fanden dagegen Leung et al. (1992). Die Diskrepanzen 

zu unseren Daten soUten jedoch angesichts der geringen Auspragung der beobachteten 

Effekte, des unterschiedlichen Induktors der Differenzierung und der relativ groben 

Analyse mittels DurchfluBzytometrie nicht uberbewertet werden. Da dieses Verfahren nur 

ein Gesamtsignal, integriert uber die gesamte Zelle, erfassen karm, konnten intrazellulare 

Umverteilungen bei gleichbleibendem Gesamtgehalt des F-Actms, wie sie z.B. nach 

Hyperthermie-Behandlung der Zellen auftreten (van Beuningen et al., unveroffentlichte 

Beobachtungen), einen moglichen Strahleneffekt iibersehen. Diese Untersuchungen sollten 

deswegen unter mikroskopischer KontroUe der durchfluBzytometrischen Ergebnisse 

wiederholt werden. 

Die differenzierten HL-60 Zellen reagieren auch wie Neutrophile (Howard & Oresajo 

1985a; Cassimeris et al. 1990; Packman & Lichtman 1990; Johansson et al. 1995a) auf den 

Stimulus f-MLP mit einer sehr schnellen Verdopplung des F-Actin-Gehaltes, der in 

Ubereinstimmung mit den zuvor genaimten Arbeiten nach ca. 30 sec sein Maximum 

erreicht und danach wieder abfallt. Dieser Riickgang des F-Actins betrifft jedoch nur 

ungefahr die halbe Zellpopulation, welche hinsichtlich ihres F-Actingehaltes unter das 
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Ausgangsniveau" zuriickfallt, und der mit einer effektiveren Terminienmg des Stimulus in 

diesen Zellen erklart werden konnte. Ahnliche Beobachtungen werden bei der Auslosung 

des "respiratory burst" durch f-MLP mit dem Auftreten heterogener Fluoreszenz- 

verteilungen gemacht (Ergebnisse nicht gezeigt). Strahleneffekte waren bei diesen Unter- 

suchungen zur f-MLP-induzierten Polymerisierbarkeit des Actins - ahnlich den Effekten 

beim "burst" - an HL-60 Zellen nicht feststellbar, was jedoch - wie oben ausgeflihrt - ein 

Problem des Analyseverfahren darstellen konnte. 

Die Untersuchungen zu Effekten der Diffefenzierung und/oder Bestrahlung auf das Zyto- 

skelett sind von besonderer Relevanz unter dem Aspekt, daB mehrere Erscheinungen im 

Zusammenhang mit der Initiation und Termination des "respiratory burst" unter ent- 

scheidender Mitwirkung des Zytoskeletts ablaufen soUen, Wenigstens drei Elemente des 

NADPH-Oxidase-Komplexes soUen mit dem Zytoskelett (Triton X-100-resistente Zell- 

fraktion) assoziiert sein (Woodman et al. 1991). Dabei soil eine PKC-abhangige 

Phosphorylierung des p47P*<»js.pfoteins ebenso am Zytoskelett erfolgen wie die 

Translokation der p47P^'^- und peiP^^'^-Proteine zur Plasmamembran (Nauseef et al. 1991), 

Eine Zerlegung des F-Actin-Skeletts durch Inkubation der Zellen mit dem Pilzmetaboliten 

Cytochalasin B induziert eine unphysiologisch lange und starke "burst"-Aktivitat (Wiles et 

al. 1995 und Abb. 26b), die nach Johansson et al. (1995a) mit der beeintrachtigten 

physiologischen Termination der Zellantwort zusammenhangen konnte. Diese Autoren 

diskutieren eine durch CytB-Behandlung verhmderte Assoziation des Liganden-besetzten 

f-MLP-R mit dem Zytoskelett, die in Neutrophilen als negativer "feedback"-Mechanismus 

die vom Rezeptor ausgehende Signalubertragimg beenden soil. Die Assoziation des 

Rezeptors mit Actin verursacht dabei die Konvertierung des Rezeptors in einen Zustand 

hoher AfFmitat, der bei reduzierter GTP-Empfindlichkeit und durch Actin-vermittelte 

Uberfuhrung in Plasmamembran-Domanen mit depletiertem G-Protein-Gehalt die 

bobachtete Desensibilisierung des FPR erklaren soil (Jesaitis et al. 1993). 

Hinsichtlich des noch immer unbekannten Mechanismus der f-MLP-induzierten Actin- 

Polymerisation ist interessant, daB es Hinweise auf eine Beteiligung von Produkten der 

PD-Kinase-Aktivitat gibt (Eberle et al. 1990), die in Neutrophilen bereits seit einiger Zeit 

nachgewiesen sind (Traynor-Kaplan et al. 1989). PD-K-Aktivitat ist ein Element der f- 

MLP-induzierten Signaltransduktionskaskade (s, Kap. 4.2.3.1), deren Produkte - an 3'- 
Position-phosphorylierte(s) Phosphatidylinositol(e) [z.B. PtdIns(3,4,5)P3] - bisher haupt- 

sachlich als Aktivator(en) fur Ca2+-unabhangige PKC-Isoenzyme (5, s, T] und Q diskutiert 
werden (Toker et al. 1994; Lord & Pongracz 1995). Altemativ konnte eine PtdIns(3,4,5)P3- 

vermittelte Aktivierung des ^ac-Proteins aus der Familie der sog. "kleinen" G-Proteine, 

das eine RoUe bei der Regulation der NADPH-Oxidase spielen soil (Bokoch 1995; Quinn 

1995), bei der Polymerisation des Actins beteiligt sein (Greenberg 1995). Experimentelle 

Evidenz dafiir konnte eine kurzlich erschienene Arbeit erbracht haben, die in Fibroblasten 
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nach Stimulation des EGF-Rezeptors - uber ifac-induzierte PLA2-Aktivitat und 

Leukotrien-Bildung aus Arachidonsaure - die Bildung von sog. "stress fibers" des 

Zytoskeletts aufgezeigt hat (Peppelenbosch et al. 1995). Dies paBt zur beschriebenen 

Funktion des i?ac-Proteins als ein KontroUeur der Actin-Polymerisation an der 

Plasmamembran (Ridley et al. 1992; Dagher et al. 1995). Ein funktionsfahiges Zytoskelett 

muI3 deshalb als essentiell fiir die Physiologic der "respiratory burst"-Reaktion angesehen 

werden vmd hat uber die klinischen Konsequenzen von dessen Dysfiinktion/Fehlregulation 

("Septische Granulomatose") eine grundsatzliche Bedeutung fur die Integritat des Gesamt- 

organismus. 

Im Hinblick auf weitere molekulare Effekte der DMSO-induzierten Differenzierung der 

HL-60 Zellen, die im Rahmen dieser Untersuchungen von Relevanz sind, berichten Billah 

et al. (1989) tiber die Auspragung von PLD-Aktivitat (s. Kap. 4.2.3). Unsere Arbeit 

erweitert deren Befimd fiir die wichtige Enzymfamilie der PI3-Kinasen. Die eigenen 

Ergebnisse zeigen die Entwicklung einer Empfindlichkeit von PI3-K-Aktivitat in HL-60 

Zellen auf den Antagonisten LY294002 (Vlahos et al. 1994 und 1995; Nakanishi et al. 

1995). Nach f-MLP-Stimulation reagieren die Zellen mit einer Reduktion der "burst"- 

Antwort, die von der Dosis des Antagonisten abhangig ist, und die am Tag 6 nach 

Induktion der Differenzierung sehr der reifer Neutrophiler ahnelt (vgl. Abb. 40). Auch 

hinsichtlich der relativen Resistenz nach LY294002-Behandlung gegeniiber dem PMA- 

Stimulus zeigt sich diese Ahnlichkeit in den differenzierenden HL-60 Zellen. Die relative 

Empfmdlichkeit f-MLP-stimulierter HL-60 Zellen auf den PI3-K-Antagonisten konnte 

somit einen neuen Indikator fiir den Differenzierungszustand der DMSO-induzierten Zellen 

darstellen. 

In einer zusammenfassenden Bewertung kaim das HL-60 Modell in der angewandten Form 

mit der Induktion einer terminalen Differenzierung zu Neutrophilen-ahnlichen Zellen als 

geeignet fur Untersuchungen zu intrazellularen Signaltransduktionsvorgangen und deren 

mogliche Beeinflulibarkeit durch ionisierende Strahlung angesehen werden. Die Zellen 

zeigen die ihrer Abstammung entsprechende Strahlenempfindlichkeit fur den klassischen 

Parameter Uberleben und entwickeln im Laufe weniger Tage nach Induktion der Differen- 

zierung die Voraussetzungen fur derartige Analysen. Dazu gehoren die Expression von 

Membran-standigen Rezeptoren als Liganden-Bindungsstellen zur Initiation zellularer 

Funktionen wie Chemotaxis, Phagozytose und "respiratory burst". Rezeptoren sind als 

potentielle Ausgangspunkte fiir intrazellulare Signaltransduktionswege anzusehen. AuBer- 

dem zeigen differenzierte HL-60 Zellen nach der Aktivierung von Signaltransduktions- 

wegen, in die mit pharmakologischen Mittel zum Zwecke der Aufklarung der Wege gut 

eingegriffen werden kann, mit der "respiratory burst"-Reaktion einen relativ gut meBbaren 

biologischen Endpunkt mit klinischer Relevanz. 
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4.2 Diskussion der Signalubertragung zur Aktivierung des "respiratory 

burst" 

Trotz intensiver Forschung wahrend der vergangenen 30 Jahre blieben viele Probleme der 

intrazellularen Signalubertragung zur Aktivierung des Neutrophilen offen (vgl. z.B. 

McPhail et al. 1993; Thelen et al. 1993; Thelen & Wirthmueller 1994; Downey et al 

1995). Dieser Mangel besteht weiterhin und ist zu bedauem angesichts der uberragenden 

Bedeutimg dieser Zellen flir die Mektabwehr einerseits und ihrer Dysfimktion in 

pathologischen Zustanden andererseits. Die vorliegende Arbeit versucht einen Beitrag zur 

Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen der "respiratory bursf'-Reaktion der 

Neutrophilen/HL-60 Zellen zu leisten. 

4.2,1 Methodische Aspekte 

Die Ergebnisse zur Signalubertragung bei der Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase 

wurden in erster Linie durch folgenden methodischen Ansatz gewonnen: Nach Stimulation 

der Zellen mit einem von drei Agonisten (dem Phorbolester PMA, dem Chemotaxin f-MLP 

und Immunkomplexen), die - so die Annahme - initial drei unterschiedliche Signaltrans- 

duktionswege benutzen, wurde die Aktivitat der Oxidase in erster Linie durch zwei 

verschiedene Methoden (Durchflufizytometrie, Chemolumineszenz) bestimmt. Gegen 

vermutete Komponenten der postulierten "Pathways" kamen Antagonisten zum Einsatz, 

um durch diese pharmakologische Modulation die mogliche Beteiligung der postulierten 

Elemente der Signaltransduktion genauer einschatzen zu konnen. Die Prasenz einzelner 

Proteine der Signaltransduktion und ggf. deren Modifikation nach Aktivierung der Zellen 

wurde im "Western blot"-Verfahren belegt, die Veranderungen von Lipid-"2nd- 

messenger"-Substanzen (Diradylglycerole) qimntitativ mit HPLC bestimmt. 

Die durchflufizytometrische Messung der "respiratory burst"-Aktivitat verwandte das 

Rhodamin-Derivat, Dihydrorhodamin 123 (DHR 123; Rothe et al. 1988 und 1991; 

Emmendorfer et al. 1990; Royall & Ischiropoulos 1993), als hidikator fur die gebildeten 

reaktiven Sauerstoffspezies. hi Vorversuchen hatte sich im Vergleich mit Dichlor- 

fluoresc(e)in [DCF(H); Bass et al. 1983) die Uberlegenheit des oxidierten fluoreszierenden 

Produkts Rhodamin 123 beziiglich seiner praktisch uneingeschrankten Akkumulation nach 

Stimulation von HL-60 Zellen gezeigt, da es in Mitochondrien angereichert wird, fur die es 

als Vitalfarbstoff dient (Kinsey et al. 1987; Royall & Ischiropoulos 1993). Dagegen zeigte 

DCF(H) m Ubereinstimmung mit den Beftinden von Royall & Ischiropoulos (1993) nach 

langerer Inkubationszeit (> 30 min) an HL-60 Zellen, nicht an Granulozyten, die Tendenz 

zur Riickdiffusion in das Medium, em Be&nd, der ein Fragezeichen hinter die Membran- 
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integritat langer inkubierter HL-60 Zellen setzt. Auch angesichts der deutlich hoheren 

Empfindlichkeit des DHR 123 im Vergleich mit alien anderen durchfluBzytometrischen 

Indikatoren fur "bursf'-Aktivitat (Smith & Weidemann 1993; Vowells et al. 1995) envies 

sich die Entscheidung flir diesen Indikator, besonders unter dem Aspekt des kleinen 

f-MLP-vermittelten Signals in HL-60 Zellen, als absolut indiziert. 

Diese hohe Sensitivitat des DHR 123 muB allerdings mit einem Verlust an Spezifitat fur 

eine bestinmite Sauerstoffspezies erkauft werden. Wahrend die urspriinglich postulierte 
Spezifitat von DCF(H) fur H2O2 (Bass et al. 1983) in jungerer Zeit auch angezweifelt 

wurde (Royall & Ischiropoulos 1993), spricht die deutlich ausgepragtere Verstarkbarkeit 
der DCF- im Vergleich mit der DHR 123-Fluoreszenz durch Inhibition der H2O2- 

abbauenden Enzyme (Katalase und Myeloperoxidase) mittels Natrium-Azid (Borregaard 
1988 \md eigene Beobachtung) fur eine hohere Spezifitat des DCF ftir H2O2 als des DHR 

123. Trotz dieser Einschrankung hinsichtlich der Spezifitat von DHR 123 fur eine 

bestimmte Sauerstoffspezies - in jiingster Zeit werden auch Superoxidanionen (Henderson 

8c Chappell 1993) sowie Stickoxide (Kooy et al. 1994) als Oxidanzien fur DHR 123 

diskutiert - hat sich dieser Indikator fur durchfluBzytometrische "respiratory burst"- 

Messungen durchgesetzt (Emmendorffer et al. 1990; Smith & Weidemann 1993; 

Kaffenberger & van Beuningen 1994; Bueb et al. 1995; Vowells et al. 1995). 

In ahnlicher Weise ist die Luminol-abhangige Chemolumineszenz als hochsensitives 

Verfahren zur Messung von "respiratory burst"-Aktivitat etabliert, jedoch auch hier 

verbunden mit sehr viel Unklarheit hinsichtlich der dabei ablaufenden chemischen 

Prozesse (Wang et al. 1991a und 1993; Edwards 1994; H. de Groot, personl. Mitteilung, 

Februar 1995; Chateau et al. 1996). Das Luminol-abhangige Chemolumineszenz-Signal 

soUte urspriinglich direkt proportional zur Rate des durch spontane Dismutation gebildeten 
H2O2 sein (Wymarm et al.  1987a). Die Aufklarung der Reaktionsmechanismen des 

lumineszierenden Agens wird durch das Fehlen spezifischer Inhibitoren fur relevante 

Enyzme (Myeloperoxidase, Katalase) entscheidend behindert (Smith & Weidemann 1993). 

Der von uns angewandte Reaktionsansatz enthalt exogene (Meerrettich)-Peroxidase, um - 

unabhangig von der (endogene Myeloperoxidase-bereitstellenden) Degranulierung nach 

Stimulation der Zellen - geniigend Enzymaktivitat fur eine moglichst komplette Erfassung 

aller "respiratory burst"-Produkte zu gewahrleisten (Edwards 1987). Luminol ist als 

membrangangiges Molekiil im Gegensatz zu Lucigenin, das die Zellmembran nicht 

passieren kann und bevorzugt nach extrazellular abgegebenes Superoxidanion erfaBt, auch 
in der Lage intrazellular gebildete Sekundarmetabolite der "burst"-Reaktion (H2O2, HOCl 

sowie ggf. Stickoxide) zusatzlich zu detektieren (DeChatelet et al. 1982; Brestel 1985; 

Wymaim et al. 1987a; Wang et al. 1991a und 1993; Edwards 1994). Die Aussagekraft der 

Lucigenin-Methode ahnelt damit eher der des NBT-Verfahrens (Breitman et al. 1980), 

wahrend der Luminol-Ansatz besser mit den durchfluBzytometrischen Techniken (s.o.) 

iibereinstinmit. 
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Das Chemolumineszenz-Verfahren ermoglicht sowohl die aktuelle Bestimmung der 

NADPH-Oxidase-Aktivitat znm jeweiligen MeBzeitpunkt, als auch - durch Integration der 

MeBsignale uber die Zeit - eine der durchfluBzytometrischen Messung vergleichbare 

Aussage und erlaubt damit den direkten Vergleich der beiden MeBergebnisse 

untereinander, Beiden Verfahren gemein ist - bei vorsichtiger Formulierung - ihre 

Verwendbarkeit als Indikatoren flir eine "Veranderung in der generellen zellularen 

Produktion von Oxidanzien" (Royall & Ischiropoulos 1993). 

4.2.2 Diskussion der verwendeten Stimuli des "respiratory burst" 

Die drei ausgewahlten Stimuli des "respiratory burst" in Neutrophilen/HL-60 Zellen soUten 

die Reaktion initial ttber verschiedene "Pathways" auslosen (vgl. Abb. 4). Es soUte 1) eine 

Rezeptor-unabhangige Stimulation erfolgen, 2) eine Stimulation ausgehend von einem 

Rezeptor flir chemotaktische Signale und 3) eine Stimulation, welche dem Phagozytose- 

vorgang sehr nahe kommt. 

zu 1) Der als Tumorpromotor bekannte Phorbolester PMA ist ein zwar unphysiologischer, 

aber dennoch etablierter Agonist flir viele zellulare Reaktionen, einschlieBlich des "burst" 

in Neutrophilen, Er kann aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften problemlos die Plasma- 

membran penetrieren und bindet als stereospezifisches Analogon (Hecker 1978) anstelle 

der physiologischen Aktivatoren Diradylglycerole an Isoen^mie aus der Familie der 

Proteinkinasen C (Nishizuka 1988 und 1992). Deren Klassifizierung in PKC-Gruppen 

("klassische", "neue" und "atypische" Isoen^me) basiert u.a. auf ihrer unterschiedlichen 

Aktivierbarkeit durch PMA (Hug & Sarre 1993; Lord & Pongracz 1995). Aufgrund der 

langsamen Verstof^vechselung des Phorbolesters kommt es zu einer sehr (unnatiirlich) 

langen Aktivierung der PMA-empfindlichen Isoenzyme der "klassischen" und "neuen" 

Gruppen (Lord & Pongracz 1995), die mit einer entsprechend starken Aktivierung des 

"respiratory burst" (vgl. Abb. 26b) ohne Veranderung der ^oplasmatischen [Ca^+J- 

Konzentration einhergeht (Ozaki & Kume 1988; Lund-Johanson & Olweus 1992). 

Infolgedessen, kaim eine PMA-Stimulation der Zellen unproblematisch in einem Ca2+- 

freien Medium (hier: PBS) erfolgen, wogegen die (Formylpeptid)rezeptor-vermittelte 

Reaktion mit einem Anstieg der intrazellularen Ca2+-Konzentration aus zytoplasmatischen 

Speichem, und zur voUen Aktivierung auch aus dem extrazellularen Milieu, begleitet ist 

(Edwards 1994) und deswegen in einem Ca2+-haltigen Puffer-System (hier: Hanks'-Puffer) 

erfolgte. 
zu 2) Aus den Veranderungen heraus, welche die Expression des Formylpeptid-Rezeptors 

im Zuge der Differenzierung der HL-60 Zellen zu Neutrophilen-ahnlichen Zellen erfflirt 

(vgl. Kap, 4,1.2), war es naheliegend, die Signaltransduktion, welche von diesem Rezeptor 

ihren Ausgang nimmt, zu studieren. Dieser Rezeptor gehort in die groBe Familie der hepta- 



4. Diskussion 103 

helikalen oder "serpentine" Rezeptoren, die durch sieben transmembranose Domanen 

ausgezeichnet sind (Thelen et al. 1993). Nach Bindung des Liganden (hier: f-MLP) fmdet 

uber G-Proteine die Kopplung an ein Effektorsystem statt, das im klassischen "Pathway" 

von Ptdlns-PLC gebildet wird. Seine Aktivitat fuhrt zur Bildung der beiden "2"'^ 

messenger" Diacylglycerol imd Inositoltriphosphat, wobei das letztere durch Freisetzung 

von Ca2+ aus intrazellularen Speichem (s.o.) zur Aktivierung Ca2+-abhangiger PKC- 

Isoenzyme durch DAG und anderer PhosphoUpasen (s. Kap. 4.2.3) mit beitragt. 

Die voile Stimulierbarkeit der f-MLP-induzierten "respiratory burst"-Reaktion setzt die 

Vorbehandlung ("priming") der Zellen mit CytB zur Verhinderung der physiologischen 

Termination durch ein intaktes Actin-Zytoskelett (s. Kap. 4.1.4; Wiles et al. 1995) - als 

eine Moglichkeit des noch immer unverstandenen CytB-"primings" - voraus. Die von uns 

eingesetzte CytB-Konzentration lag mit 10 ^M im Bereich der iiblicherweise angevi^andten 

Konzentrationen (Tyagi et al. 1989; Cassimeris et al. 1990; Agwu et al. 1991; Johansson et 

al. 1995). 

zu 3) Der dritte Stimulus soUte die Rezeptoren fur Immunglobuline der G-Klasse (FcyR) 

ansprechen und damit unter in vitro-Bedingungen der Aktivierung der Zellen wie beim 

Vorgang der Phagozytose moglichst nahe kommen. Es wurden deswegen vmlosliche 

Immunkomplexe (BSA, komplexiert mit Antikorpem gegen BSA) und zu einem 

geringeren Teil auch gepooltes Humanserum mit nachfolgender Quervemetzung durch 

Antikorper gegen humane Immunglobuline als Stimuli der FcyR eingesetzt. Damit verband 

sich auch die Hof&iung, neue Aufschliisse uber diesen - in Phagozyten - relativ wenig 

untersuchten Weg der Signaltransduktion zu erhalten. Aulierdem sollte in diesem 

"Pathway" ein weiterer Mechanismus der intrazellularen Signalweiterleitung, namlich die 

Phosphorylierungen an Tyrosinresten von Proteinen untersucht werden. 

4.2.3 Diskussion der Beteiligung von Elementen der intrazelluaren Signaliiber- 

tragung bei der Auslosung der "respiratory burst"-Reaktion und ihre 

Strahlenempfindlichkeit 

Aus der Einleitung (vgl. Kap. 1.1.3) ergibt sich, daB ein Inhibitor der NADPH-Oxidase - 

unabhangig von der angewandten Aktivierung der Neutrophilen/HL-60 Zellen - zu einer im 

Rahmen der MeBempfmdlichkeit kompletten Hemmung der als  "respiratory burst"- 

Reaktion angesehenen Mefisignale fuhren sollte. Unsere Ergebnisse zeigen in Uberein- 

stimmung mit der Literatur (Robertson et al. 1990) durch Vorinkubation der Zellen mit 

Diphenylenjodonium-Jodid  gegeniiber  alien drei  Stimuli  eine totale  Inhibition.  Der 
Antagonist bindet vermutlich an die FAD-Bindungsstelle der Cytochrom b558-Kompo- 

nente der Oxidase (Stuehr et al. 1991). Daraus folgt, daB die von uns gemessene Oxidation 
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des DHR 123 sowie das Luminol-abhangige Chemolumineszenzsignal (vgl. Abb, 14 und 

26b) als relative Malie fur "respiratory burst"-Aktivitaten angesehen werden diirfen. 

Die "respiratory burst"-Reaktion der Neutrophilen/HL-60 Zellen ist in ihrer Gesamtheit in 

Ubereinstimmimg mit kiirzlich publizierten Daten (Ueta & Osaki 1996) als relativ 

strahlenresistent zu bezeichnen. Wahrend die Chemotaxin (f-MLP)-induzierte Zellantwort 

weder kurz- noch langerfristig (Messungen an Granulozyten unmittelbar nach 5 Gy und 

Messimgen an HL-60 Zellen nach 1 Gy ab Tag 0 bis Tag 7) beeinfluBbar war, zeigten sich 

nach PMA- oder hnmunkomplex-Stimulation von Neutrophilen in der Chemolumino- 

metrie reproduzierbare Reduktionen gegenuber den unbestrahlten KontroUen. Diese dtlrfen 

jedoch mit < 10% biologisch oder klinisch unbedeutend sein. Dem gegenuber steht 

allerdings die Beobachtung der mit bis zu 40% deutlich starkeren Inhibition der FcyR- 

vermittelten Reaktivitat bei durchfluBzytometrischer Analyse von Granulozyten, die 

unmittelbar zuvor mit 5 Gy bestrahlt worden waren. 

4.2,3.1 PMA- und f-MLP-induzierte Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase 

Bei einer derartigen Endpunktmessuttg nach Stimulation der Zellen konnen natiirlich keine 

exakten Angaben zu den beschrittenen Signaltransduktionswegen und den dabei beteihgten 

Elementen (Enzyme, Metabolite, etc.) gemacht werden. Deswegen wurde versucht, durch 

pharmakologische Blockade von vermuteten Komponenten der Signaliibertragung zur 

Auslosung der "burst"-Reaktion deren Beteiligung an den Aktivierungsmechanismen naher 

zu bestimmen. Die Analysen dienen als Plattform flir Untersuchungen zur Strahlen- 

sensitivitat der Elemente. Diese werden nachfolgend im einzeken diskutiert. Eine 

zusammenfassendes Schema (Abb, 49) der Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase 

findet sich auf Seite 127. 

4.2.3.1.1 Bedeutung der Proteinkinasen C (Vorkorrmien von Isoenzymen, Aktivitat, 

Translokation;Strahlenempfmdlichkeit) 

Der Enzymaktivitat aus der Familie der PKC-Isoen^me wird seit langem eine zentrale 

Stellung bei der Regulation des "respiratory burst" eingeraumt (Lambeth 1988; Dewald et 

al. 1989; Thelen et al. 1993). Unsere Untersuchimgen mit dem "Western blot"-Verfahren 
haben gezeigt, daB in undifferenzierten HL-60 Zellen zumindest die Isoenzyme PKCa, -Pj 

und -Pn vorliegen, und die Zellen sich somit hinsichtlich der Expression dieser Isoenzyme 

nicht von reifen Neutrophilen unterscheiden (Stasia et al. 1990; Majumdar et al. 1991; 

Thelen et al. 1993; unsere Ergebnisse). 
Daran anderte auch die Induktion der Differenzierung der HL-60 Zellen mit DMSO nichts 

Wesentliches, im Gegensatz zu publizierten Untersuchungen, in denen jedoch auch keine 

einheitlichen Veranderungen beobachtet wurden (Edashige et al. 1992; Tanaka et al. 1992; 

Seibenhener & Wooten 1993). Z.B. beschreiben Tanaka et al. (1992) einen zwei- bis 
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dreifachen Anstieg wahrend der ersten 3 Tage der DMSO-Behandlung fur eine P-Isoform, 

wahrend Seibenhener & Wooten (1993) ein Maximum des PKCp-Gehalts bei 6 h mit 

einem kontinuierlichen Abfall auf ein nicht nachweisbares Niveau am 5. Tag zeigen. Eine 

Behandlung der HL-60 Zellen mit 10 nM PMA regulierte innerhalb von 16 h PKCa 

deutlich hoch und PKCP herunter (Edashige et al. 1992), wogegen Seibenhener & Wooten 

(1993) bei 100 nM PMA bereits nach 6 h eine uber 5 Tage stabil reduzierte Expression von 

PKCa auf kaum nachweisbarem Niveau bei gleichzeitig konstant erhohter PKC(3- 

Expression berichten. Angesichts der bereits oben gefuhrten Diskussion um das Vorliegen 

verschiedener HL-60 Klone (vgl. Kap. 4.1.1), mussen unserer Befunde nicht iiberraschen. 

Daruber hinaus konnten die beobachteten Diskrepanzen in der Literatur und im Vergleich 

mit unseren eigenen Daten auch auf die Verwendung unterschiedlicher Antikorper zum 

Nachweis der Isoformen zuriickzufiihren sein. Die Isoformen y und s sollen nur nach 

chromatografischer Anreicherung detektierbar sein (Seibenhener & Wooten 1993) und 

wurden entsprechend bei den hier angewandten Nachweisverfahren nicht gefunden. 

Bei der Gesamtenzym-Aktivitat unfraktionierter Zellaufschlusse ohne PMA-Stimulation 

der Zellen ergab sich jedoch bei Bezug auf die gleiche Anzahl eingesetzter Zellen eine 

deutliche Abnahme auf ca. 73% 4-6 Tage nach DMSO-Induktion, die bei bestrahlten (1 

Gy am Tag 0) Zellen um weitere 10% auf ca. 63% (n = 4) abgefallen war. Da jedoch die 

Zellen unter Differenzierung kleiner werden, was z.B. im Vorwartsstreulicht der Durch- 

fluBzytometrie deutlich wird, und die Proteinmenge starker als die PKC-Aktivitat abnimmt 

(Ergebnisse nicht gezeigt), kann von einem Anstieg der "spezifischen" PKC-Aktivitat pro 

Proteuimenge im Verlauf der Ausdifferenzierung der HL-60 Zellen zu Neutrophilen- 

ahnlichen Zellen ausgegangen werden, die jedoch nur ca. 60% der "spezifischen" Aktivitat 

reifer Neutrophiler erreicht (Ergebnisse nicht gezeigt). DMSO-differenzierte HL-60 Zellen 

sind somit auch unter diesem Aspekt, neben z.B. der eingeschrankten Phagozytose- 

Aktivitat, nicht mit reifen Granulozyten gleichzusetzen, was die Begriindung fur die 

ebenfalls verminderte "respiratory burst"-Reaktion der induzierten HL-60 Zellen liefem 

koimte (s. Kap. 3.1.3). 

Die intrazellulare Verteilung der in vitro erfaUbaren PKC-Aktivitat kann von einer ca. 40% 

: 60%-Verteilung zwischen Zytosol (100.000 x g-Uberstand) und Membranfraktion 

(100.000 x g-Pellet) im unstimulierten Zustand durch PMA-Behandlung - besonders bei 

HL-60 Zellen - in eine deutliche Anreicherung an der Membran durch die sog. 

"Translokation" der PKC umgewandelt werden. In der zytosolischen Fraktion werden dann 

nur noch Anteile von ca. 12% (bei Granulozyten jedoch noch ca. 50%) der gesamten 

erfaBbaren Aktivitat bestimmt, womit ein weiterer Unterschied zwischen den beiden 

Zelltypen deutlich wird. Diese Translokation, bei der eine starke Beteiligung des Zyto- 

skeletts diskutiert wird (Nauseef et al.   1991), wird zumindest ftir die PMA/DAG- 



4, Diskussion 106 

abhangigen Isoenzyme als Voraussetzung fur die voile Stimulierbarkeit der Enzymaktivitat 

angesehen (Edwards 1994; Lord & Pongracz 1995), 

Die mit dem angewandten MeBverfahren erfafibaren PKC-Isoen25Tiie (s. Kap. 3.1,4) haben 

sich in imseren Bedingimgen z,T. als strahlensensibel erwiesen. Die Effekte betreffen 

sowohl die PKC-Aktivitat als auch das Translokationsvermogen der Enzyme. Beim 

Letzteren verursacht die Bestrahlung (1 Gy) undifferenzierter HL-60 Zellen mit sofortiger 

Aufarbeitung der Proben eine deutliche Steigerung des Anteils nicht translozierender 

Aktivitat, d,h. Bestrahlung behindert die Translokation von PKC-Aktivitat. Wenn dagegen 

die PKC-Messung an den Tagen 4 bis 6 nach Bestrahlung mit 1 Gy durchgeflihrt wird, ist 

die Translokation leicht stimuliert. Unmittelbar nach Bestrahlung reifer Granulozyten mit 5 

Gy werden wiederam keine signifikanten Effekte auf die Translokationsfahigkeit gefimden. 

Die letztere Beobachtung bei HL-60 Zellen koraite mit der Beeinflussimg des Zytoskeletts 

(vgl. Kap. 3.1.6 und 4.1.4) durch ionisierende Strahlung erklart werden, wo persistent 

erhohte F-Actin-Gehalte in bestrahlten Zellen effektivere "Gleise" fur Translokation von 

PKC-Aktivitat an die Plasmamembran bilden konnten. Vergleichbare Untersuchungen sind 

dazu aus der Literatur nicht bekannt. 

Die Gesamt-PKC-Aktivitat bestrahlter HL-60 Zellen verhalt sich dagegen spiegelbildlich 

zum Translokationsvermogen der Enzymaktivitat. Bei PMA-stimulierten undifferenzierten 

Zellen wird eine leichte akut strahleninduzierte Zunahme gemessen sowie eine Abnahme 

bei verzogerter Messung im Zeitraum 4-6 Tage nach Bestrahlung und DMSO-Induktion 

bzw. bei akut gemessenen Neutrophilen nach einer Dosis von 5 Gy. 

Beide Beobachtungen - noch/bereits an die Membran translozierte und damit moglicher- 

weise nicht (mehr) stimulierbare PKC-Aktivitat sowie die reduzierte Gesamt-Aktivitat - 

konnten fixr die verminderte "bursf'-Reaktion PMA-stimulierter HL-60 Zellen im Zeitraum 

mehrere Tage nach Bestrahlung und hiduktion zur Differenzierang (s.u. und Kaffenberger 

& van Beuningen 1994) verantwortlich sein. 

Strahlenefifekte auf der Ebene der PKC-Isoenzyme sind bereits zuvor beschrieben worden. 

Woloschak et al. (1990) berichteten einen strahlenindxizierten (0,75 Gy Rontgenstrahlen) 

Anstieg der mRNA fiir PKCP mit einer ca. 5-fachen Erhohung eine Stunde nach 

Bestrahlung von Fibroblasten, wahrend Kim et al, (1992) auf Proteinebene die Induktion 

(11-fach) von PKCe durch 1,5 Gy in manchen, jedoch nicht alien untersuchten 

Lungenkarzinom-Zellinien beobachteten. Dieser letztere Anstieg geschah durch posttrans- 

lationale Regulation, da weder Protein- noch RNA-Synthese erforderlich waren (Kim et al. 

1992), In einer neueren Arbeit berichten Hasan et al. (1996) tiber eine durch 0,75 oder 1,5 

Gy induzierte vermehrte Expression von PKCa-Protein und dessen Aktivierung in V79 

Zellen, Strahleninduzierte Veranderungen auf Proteinniveau wurden bei den von uns 
untersuchten PKC-Isoenzymen nicht gefunden. 
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Die Arbeiten aus der Weichselbaum-Gruppe beschaftigen sich schlieUlich mit Strahlen- 

effekten auf der Ebene der Gesamt-Phosphotransferase-Aktivitat auf ein PKC-spezifisches 

Peptidsubstrat (Hallahan et al. 1991, 1992 sowie 1994 und 1994b). Die Autoren leiten aus 

den beobachteten Effekten (z.B. Induktion des Transkriptionsfaktors c-Jun), die durch 

PKC-Inhibitoren (Staurosporin, H-7, etc.) blockierbar sind, ohne direkte PKC-Enzym- 

bestimmung eine Beteiligung dieser Aktivitat in Gesamtzellaufschliissen ab (Hallahan et al. 

1991 a und b, 1992a; Datta et al. 1992). Deren Ergebnisse belegen die auBerst transiente 

Induzierbarkeit einer erhohten PKC-Aktivitat, die jedoch aufgrund ihrer Kurzlebigkeit und 

im Gegensatz zu unseren Befunden nicht bei der auch von uns angewandten "Standard"- 

Dosisleistung (1 Gy/min) erfalibar sein sollte, sondem nur nach Anwendung einer extrem 

hohen Dosisleistung (z.B. 2,7 Gy/sec; Hallahan et al. 1994b). 

Der molekulare Mechanismus der PKC-Aktivierung nach Bestrahlung ist jedoch noch 

nicht identifiziert. Die Befunde von Schreck et al. (1991) sowie Mohan & Meltz (1994) 

weisen tiber die Aktivierbarkeit des Nuklearfaktors KB (NF-KB) durch PKC darauf hin, daB 

vermutlich reaktive Sauerstoffspezies beteiligt sein werden, da der Effekt durch das 

Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein inhibiert werden kann. GemaB den Beobachtungen in 

bestrahlten B-Lymphozyten-Zellinien (Uckun et al. 1993) konnten Phosphorylierungs- 

schritte an Proteintyrosinresten dabei ebenfalls eine RoUe spielen (s. Kap. 4.2.3.1.4). 

Die Beteiligung von PKC-Aktivitat bei der Signaltransduktion zur Auslosung des 

"respiratory burst" wird aus der Stimulierbarkeit durch Phorbolester und Inhibierbarkeit 

durch Kinase-Hemmer abgeleitet (Dewald et al. 1989; Thelen et al. 1993; Dagher et al. 

1995). Da der Beginn der Reaktion nach PMA-Gabe jedoch leicht hinter der Kinetik einer 

Rezeptor-vermittelten Reaktion zuruckbleibt (vgl. Abb. 26b), kaim die Aktivierimg von 

PKC-Isoenzymen allerdings nur einen Teil des Signaltransduktionsvorganges ausmachen 

(Wymann et al. 1987; Thelen et al. 1993). 

Dementsprechend gelingt bei unseren Untersuchungen mit dem unspezifischeren Anta- 

gonisten von PK(C)-Aktivitat Staurosporin (Tamaoki et al. 1986; Dewald et al. 1989; 

Meyer et al. 1989; Badwey et al. 1991; Budworth & Gescher 1995), der bereits alleine die 

Translokation von PKC-Aktivitat an Membranen induzieren soil (Wolf & Baggiolini 

1988), eine voUstandige Blockade der Reaktion unter alien getesteten Stimulations- 

bedingungen. Der spezifischere PKC-hihibitor H-7 (Hidaka et al. 1984), der ebenfalls wie 

Staurosporin mit ATP um die Bindungsstelle am Enzym konkurriert (Ding & Badwey 

1993), verursacht Stimulus-abhangig nur eine ca. 50 - 80%ige Inhibition. 

Daraus resultiert, dal3 die angewandten Stimuli auch Prozesse aktivieren koimten, die nicht 

H-7-sensitiv sind, und dalJ Signaltransduktionswege aktiviert werden, welche ohne PKC- 

Beteiligung auskommen (Billah et al. 1989; Garland 1992; Lu et al. 1993). Dieser Aspekt 

wird in der Literatur seit Jahren sehr kontrovers diskutiert (Delia Bianca et al. 1986; Nath 
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et al, 1989; Twomey et al. 1990; Watson et al. 1991; Limd-Johansen & Olweus 1992; 

Goodman & Tenner 1992; Thelen et al. 1993; Kaffenberger & van Beuningen 1994). 

In Ubereinstimmung mit den zuvor beschriebenen Strahlenefifekten auf PKC-Isoenzyme 

(Aktivitat und Translokationsverhalten) werden nach PMA-Stimulation, jedoch nicht nach 

f-MLP-Aktivierung bestrahlter HL-60 Zellen sowohl beim NBT-Test als auch bei lumino- 

wie durchfluBiytometrischer "burst'-Analyse entsprechende Inhibitionen der Reaktionen 

im Vergleich mit imbestrahlten KontroUen beobachtet (Sendler et al. 1993; Kaffenberger & 

van Beuningen 1994 sowie Abb. 28). 

4.2,3.1.1 Bedeutung der Ptdlns-Phospholipasen C 
Die durch Stimulation der Zellen mit PMA, f-MLP oder Immunkomplexen ausgeloste 

"respiratory bursf'-Reaktion kann jedoch nicht alleine und auf direktem Weg, z.B. durch 

PKC-vermittelte Phosphorylienmg von Oxidase-Komponenten (p47P*<'* oder peTP*"^), 

verursacht werden. Es gibt zwar Hinweise, dafi PKCp p47pAox phosphoryliert (Majumdar et 

al. 1993); dies kann jedoch von der zur Aktivierung der NADPH-Oxidase notwendigen 

Translokation des Proteins unterschieden werden, woflir u.a. "Lipid-2nd messenger" dis- 

kutiert werden (Dusi et al. 1993; Bastian & Hibbs 1994). Vielmehr ist PKC-Aktivitat als 

einer von mehreren zusatzlichen Elementen der intrazellularen Signaltransduktion vorge- 

schalteter oder nachgestellter Bestandteil aufeufassen, der damit "upstream" oder "down- 
stream" von diesen liegt. Dafur sprechen neben einer Vielzahl publizierter Ergebnisse 

(Reviews: Rossi 1986; Bellavite 1988; Lambeth 1988; Becker 1990; Rana & Hokin 1990; 

Segal & Abo 1993; Thelen et al. 1993; Bastian & ffibbs 1994; Cohen 1994) auch erne 

Reihe der im Rahmen dieser Untersuchungen erhobenen Befimde, welche altere bestati- 

gen, aber auch neue Ergebnisse hinzufllgen und strahlensensitive Elemente identifizieren. 

1) Inhibition der Ptdhis-spezifischen PLC(P) mit dem Antagonisten U73122 verursacht 

nach PMA- oder f-MLP-Stimulation der Zellen ebenso eine voUige Blockade der 
"respiratory  burst"-Reaktion  wie   die   der   zytoplasmatischen   PLA2-Aktivitat   durch 

Mepacrin/Quinacrin oder PentoxifyUin. 
2) Zu unterschiedlichen Anteilen inhibieren die stimulierte Reaktion auch Antagonisten 

von PtdCho-spezifischer PLC (D609), von PTK- (Genistein und Herbimycin A) und von 

PI3-K-Aktivitat (Wortmannui in nM-Konzentrationen sowie LY294002). 

Die klassische Signalubertragung sieht, ausgehend vom Rezeptor fllr Chemotaxine und 

durch heterotrimere G-Protein(e) vermittelt, die Aktivierung von Ptdlns-PLC(P) als 

Effektormolekul vor. Deshalb ist es auch nicht iiberraschend, daB der f-MLP-induzierte 

"respiratory burst" durch einen als spezifisch ftir Ptdlns-PLC-gekoppelte Prozesse ange- 

sehenen hihibitor (U73122; Bleasdale et al. 1990; Yule & Williams 1992) unter unseren 
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Analysebedingungen voUig blockiert wird. Dieser Befund palJt zur Inhibition der Produk- 
tion von DAG und InsP^, der beobachteten Hemmung der Superoxidanionen-Produktion 

als Mali fur "respiratory bursf'-Aktivitat in f-MLP-stimulierten Neutrophilen sowie zur 

Hemmung von PLC-Aktivitat in isolierten Membranen (Bleasdale et al. 1990; Smith et al. 

1990). 

Obwohl U73122 auch in einer neueren Arbeit noch als spezifisch fur (G-Protein- 

assoziierte) Ptdhis-PLC angesehen wird (Sohn et al. 1995), bestehen daran angesichts der 

voUigen Blockierbarkeit des PMA-induzierten "respiratory burst" der humanen Neutro- 

philen unserer Untersuchungen sowie in Alveolar-Makrophagen des Hundes (Dr. Beck- 

Speier, GSF Miinchen; personliche Mitteilung) erhebliche Zweifel. Eine solche Spezifitat 

wiirde Ptdlns-PLC-Aktivitat in einem Signaltransduktionspfad "downstream" von PKC- 

Isoenzymen, die durch PMA aktivierbar sind, plazieren. Dafur gibt es bisher keine 

Hinweise in der Literatur. Vielmehr mul5 fur U73122 sowohl eine Wirkung auf Ptdlns- 

PLC- als auch auf PLD-Aktivitat ins Auge gefalJt werden (Gratas & Powis 1993), die z.B. 

m DMSO-behandelten HL-60 Zellen in der Lage ist, PMA- oder Pervanadat-induzierte 

PLD-Aktivitat direkt zu inhibieren (Naccache et al. 1993) und bei der Wichtigkeit dieses 

Enzyms fur die "respiratory burst"-Reaktion (s. Kap. 4.2.3.1.4) diese dadurch voUig zu 

blockieren. Angesichts seines nicht eindeutig defmierten Targets miissen deshalb aufgrund 

unserer Daten Zweifel an der Tauglichkeit von U73122 als geeignetes antiproliferatives 

Agens (Powis et al. 1995) aufkommen. 

Die Strahlenempfmdlichkeit von (Ptdlns)-PLC-Aktivitat wurde nicht ausdriicklich, z.B. 

unter U73122-Gabe, gepriift; ihre relative Resistenz kann jedoch mdirekt aus der nach f- 

MLP-Stimulation unbeinfluBten "respiratory burst"-Reaktion abgeleitet werden. Dies trifft 

sowohl fiir die mit 5 Gy akut bestrahlten Granulozyten (Abb. 25) als auch fur die am Tag 0 

mit 1 Gy bestrahlten HL-60 Zellen mit den nachfolgenden Messungen wahrend des Zeit- 

raums bis 7 d nach Induktion der Differenzierung zu (Kaffenberger & van Beuningen 

1994). 

4.2.3.1.3 Bedeutung der Phospholipase A2 und von Arachidonsaure 

Neben Ptdlns-PLC-Aktivitat werden auch die Phospholipasen D und A2 als wichtig bei der 

Aktivierung von Phagozyten angesehen (Cockroft 1992; Thelen et al. 1993; Thelen & 
Wirtmueller 1994; Exton 1994; Powis et al. 1995). Die PLAj-Aktivitat betreffend ist die 

Situation durch das Nebeneinander von sekretorischer Enzymaktivitat mit niedrigem 
Molekulargewicht (12-18 kDa; SPLA2) und hochmolekularer (85-110 kDa) zytosolischer 

Form (CPLA2) besonders komplex (Cockcroft 1992; Thelen et al. 1993; Thelen & 

Wirthmueller 1994). Beide Formen kommen in Neutrophilen/HL-60 Zellen vor und 

werden durch chemotaktische oder Phagozytose-auslosende Stimuli aktiviert (Cockcroft 

1992; Ramesha & Ives 1993; Thelen et al. 1993; Thelen & Wirthmueller 1994). AUerdings 

soil aufgrund ihrer groBeren Spezifitat fur Arachidonsaure (Clark et al. 1991; Piomelli 
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1993; Clark et al. 1995) aus Phospholipiden der iraieren Schicht der Plasmamembran und 
damit ihrer intrazellularen Aktivitat nur die CPLA2 fllr die  Signaltransduktion der 

Phagozyten von Bedeutung sein (Thelen & Wirthmueller 1994). Das Enzym enthalt eine 
Ca2+/(Phospho)-Lipid-Bindungsdomane ("CaLB"-Domane; Clark et al. 1995), die homolog 

zur C2-Domane der PLCy, des GTPase-aktivierenden Proteins (GAP) und der Ca2+- 

abhangigen PKC-Isoenzyme ist (Liscovitch 1992; Thelen & Wirthmueller 1994; Clark et 

al. 1995). Aus der Notwendigkeit zur Translokation der letzteren an Membranen (Plasma-, 

Kemmembran, endoplasmatisches Retikulum; Clark et al. 1995) fur ihre maximale 
Aktivierbarkeit kann Ahnliches Mr die PLAj abgeleitet werden. Unter erhohten 

intrazellularen freien Ca2+-Spiegeln, die physiologischerweise Ptdlns-PLC-Aktivitat 

voraussetzen (Thelen et al. 1993), und moglicherweise verstarkt durch den Einstrom extra- 

zellularen Ca2+ (Rehfeldt et al. 1993), konnte sie dort unter Beteiligung der "CaLB"- 

Domane (Clark et al. 1995) ihr Substrat fmden und durch PKC und/oder G-Protein- 

vermittelt aktiviert werden (Cockcroft 1992; Liscovitch 1992; Clark et al. 1993 und 1995). 

Eine PKC-Beteiligung wird durch die beobachtete Hemmung der Phosphorylierung und 
Aktivierung der PLAj durch Staurosporin gestutzt (Lin et al. 1992). Andererseits wurde 

auch  die  Unabhangigkeit  der cPLA2-Aktivienmg von  [Ca2+]   (und  PKC-Aktivitat) 

postuliert (Currie et al. 1992), so daB in unserem System mit Ca2+-freiem PBS bei der 
PMA-Stimulation eine Aktivierung von PLAj ebenfalls denkbar ist, die durch die 

entsprechenden hihibitoren (PentoxifyUin oder Mepacrin) antagonisiert werden konnte und 

moglicherweise dadurch die "bursf'-Reaktion verhinderte. 

PentoxifyUin wird seit Jahren zur Behandlung von VenenverschluBkrankheiten eingesetzt, 

da gezeigt werden konnte, daB es die Aggregation von Thrombozyten inhibiert und die 

Verformbarkeit von Erythrozyten steigert (Review: Samlaska & Winfield 1994; Oismiiller 

et al. 1995). Nach Knochenmarktransplantation dient es zur Verhinderung des 

Transplantat-induzierten TNF-aa-Anstiegs (Bianco et al. 1992) und auch bei Sepsis- 

Patienten mochte man diesen Hauptmediator vieler biologischer Effekte der Sepsis durch 

PentoxifyUin-Gabe modulieren (Beutler & Cerami 1988; Sullivan et al. 1988; OismuUer et 

al. 1995). Die inhibitorische Wirkung des Medikamentes auf die Freisetzung von 

Superoxidanionen durch Neutrophile in vitro (Boogaerts et al. 1990; Novick et al. 1990) 
konnte durch Hallahan et al. (1994) plausibel auf eine Hemmung von PLAj-Aktivitat 

zuriickgefflhrt werden (siehe Kap. 1.3 und 4.4). 
Mepacrin wird (auch unter der Bezeichnung "Quinacrin") als Antimalariamittel eingesetzt 

(Pharmazeutische Stoffliste 1985). Auf zellularem Niveau ist die Substanz schon seit 
langerer Zeit als Phospholipase-Antagonist bekannt (Erman et al. 1983). Die vermeintliche 
Spezifitat des Mepacrins fur PLA2-Aktivitat beruht auf der Hemmbarkeit der Freisetzung 

von Arachidonsaure (Erman et al. 1983; Maridonneau-Parini et al. 1986; Tsunawaki & 
Nathan 1986), die bevorzugt die sn-2-Position von Alkyl/Acyl-Glycerol-Verbindungen 
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besetzt (Clark et al. 1991; Lin et al. 1993; Khan et al. 1995), wobei eine indirekte, PLC- 
vermittelte  Mepacrin-Wirkung  auf PLA2-Aktivitat  moglicherweise  ubersehen  wurde 

(Hofinann et al. 1982; Stasi et al. 1992). Dazu paBt auch der beschriebene Ca2+- 

antagonisierende Effekt des Quinacrins (Filippov et al. 1989). 

Hinsichtlich des Mepacrin-Effektes auf PMA-stimulierte Phagozyten existiert seit langerer 

Zeit ein Widerspruch. Wahrend die Generierung von Superoxidanionen nach PMA- 

Stimulation humaner Neutrophiler durch "Mepacrin" nicht signifikant inhibiert war (Mari- 

donneau-Parini et al. 1986), zeigten [xM-Konzentrationen von "Quinacrin" bei Peritoneal- 
makrophagen der Maus eine deutliche Inhibition der H202-Produktion nach PMA-Gabe 

(Tsunawaki & Nathan 1986). Unsere Befunde stiitzen mit jeweils praktisch totaler hihibi- 

tion sowohl des PMA- wie des f-MLP-induzierten "respiratory burst" von Neutrophilen 

nach Vorinkubation der Zellen mit einem der beiden Antagonisten, Mepacrin/Quinacrin 

Oder Pentoxifyllin, die Beobachtungen anderer Autoren (Tsunawaki & Nathan 1986; 
Henderson et al. 1993; Dana et al. 1994) und plazieren damit die cPLA2-Aktivitat in 

Phagozyten ebenfalls "downstream" von PMA-aktivierten PKC-Isoenzymen (Cockcroft 

1992; Dana et al. 1994) bzw. von Chemotaxin/G-Protein/PLC/PKC-induzierten Prozessen. 
Als weitere Moglichkeit der Aktivierung von CPLA2 ist ein "Pathway" zu diskutieren, der 

MAP-Kinase-Aktivitat mit einbezieht (Lin et al. 1993; Clark et al. 1995). Die Expression 

von MAPK, auch "extrazellulare Signal-regulierte Kinase" (ERK) genannt, ist in 

Neutrophilen belegt (Lu et al. 1993; Torres et al. 1993; Grinstein et al. 1994; Downey et al. 
1995). Lin et al. (1993) konnten zeigen, dal3 cPLAj ein Substrat der MAPK darsteUt, das 

durch MAPK an der Aminosaure Ser-505, angeblich wie in Phorbolester-stimulierten 
Zellen phosphoryliert wird, was in beiden Fallen zu einem Anstieg der PLA2-Aktivitat 

fiihrt (Lin et al. 1993). Dieser Ansicht widersprechen allerdings die Befunde von Nemenoff 

et al. (1993), die basierend auf "peptide mapping" unterschiedliche Phosphorylierungs- 
muster von MAPK und PKC an CPLA2 beschreiben, und die Notwendigkeit einer 

gemeinsamen Aktion der beiden Kinasen zur maximalen Aktivierung der Phospholipase 

postulieren. Da auch MAPK ein Target fur Phorbolester darsteUt (Cobb et al. 1991; Posada 

& Cooper 1992), ist jedoch unabhangig von der zuvor gefuhrten Diskussion somit die 

zweifache Moglichkeit der MAPK-Aktivierung, PKC-vermittelt und direkt, mit der daraus 
resultierenden PLA2-Aktivitat gegeben (Lin et al. 1993). Fiir die direkte Aktivierung von 

MAPK gibt es Hinweise in der Literatur (Qiu & Leslie 1994), die G-Protein-vermittelt, 

z.B. nach Stimulation der Zellen mit f-MLP, potentiell iiber den "klassischen" "Ras"- 

Pathway der Mitogene (Khosravi-Far & Der 1994) zur Aktivierung von MAPK fiihren 

konnte (Torres et al. 1993; Worthen et al. 1994). Dagegen gibt es fiir eine direkte 
Literaktion von G-Protein(en) mit dem PLA2-Enzym, ahnlich der mit den (3-Isoformen der 

Ptdhis-PLC (Rhee & Choi 1992), bisher keine gesicherten Hinweise (Clark et al. 1995). 
Unser Modell der Aktivierung vom PLA2 (Abb. 49) sieht deshalb eine f-MLP- oder PMA- 

vermittelte Aktivierung von MAPK als Effektormolekul fur die Pentoxifyllin- oder 
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Mepacrin-inhibierbare PLAj-Aktivitat vor. Dabei kann moglicherweise ein fehlender 

Anstieg der intrazellularen Ca2+-Konzentration {[Ca^+D nach PMA-Stimulation (Ozaki & 

Kume 1988) eine nicht-maximale PLA2-Aktivitat zur Folge haben. 

Die zuvor beschriebene Situation wird aber noch dadurch verkompliziert, daB - wie 

kurzlich berichtet - die MAPK-Aktivitat trotz aller beobachteten Koinzidenz voUig von der 

Auslosung des "respiratory burst" in Neutrophilen/HL-60 Zellen abgetrennt warden konnte 

(Yu et al. 1995). Diese Autoren stellen dementsprechend jeglichen ZiKammenhang 

zwischen der Aktivierung von MAPK und anderen zellularen Reaktionen der Granulozyten 

in Frage, was die dringende Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zu dieser Problematik 

deutlich macht. 

Mit der Blockade von PLAj-Aktivitat und daraus resultierend der unterdruckten 

Freisetzung von Arachidonsaure (AA) ist aber die Hemmung des "respiratory burst" noch 

nicht hinreichend erklart. Dazu bedarf es der Diskussion der Bedeutung von AA bei der 

Aktivierung von Neutrophilen. Als eine Hauptfunktion wird ihr Status als 

Vorlaufermolekul zur Synthese potenter extrazellularer Mediatoren, Prostaglandine und 

Leukotriene (Sammelbegriff: Eicosanoide), angesehen, die nicht nur Produkte von 

Neutrophilen darstellen, sondem auch potente Modulatoren von Neutrophilenaktivitat 

(Piomelli 1993; Thelen et al. 1993), die hier jedoch nicht weiter diskutiert werden soUen. 
Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang allerdings noch, daB das therapeutische 

Potential dieser Substanzklasse der Eicosanoide als (selektive?) Radioprotektoren von 

Normalgewebe in letzter Zeit in der ladioonkologie eine gewisse Diskussion und 

Beachtung erfahren hat (Review: Milas & Hanson 1995). 

Daruber hinaus muB AA als wichtiger intrazellularer "2"^ messenger" betrachtet werden 

(Cockcroft 1992; Piomelli 1993; Thelen et al. 1993; Khan et al. 1995). Die Aktivierung 

von PKC-Isoenzymen - besonders der a-Isoform (Sekiguchi et al. 1987; Nishizuka 1988) - 

durch AA wird kontrovers diskutiert, wobei die dabei notwendigen relativ hohen 

Konzentrationen (bis 1.000 ^iM AA) als das groBte Hindemis zur Akzeptanz von AA als 

physiologischer Aktivator angesehen werden (Henderson et al. 1993; Dana et al. 1994). Die 

PKC-Hauptform in Neutrophilen/HL-60 Zellen (PKCp; Edwards 1994; unsere eigenen 

Ergebnisse, s. Abb. 19) reagiert dagegen relativ schlecht auf AA, wahrend das als empfind- 

licher (10 |iM AA) eingestufte y-Isoenzym bisher nur in Zellen des ZNS vorkommen soil 
(Nishizuka 1988; Shearman et al. 1989). Aktivitat der cPLA2 konnte also auf der Ebene 

des PKC-Isoenzyms a zu einer positiven Ruckkopplung fuhren (Thelen et al. 1993), wobei 

die Signalweiterleitung zur NADPH-Oxidase jedoch noch ungeklart bleibt. Wahrend deren 

Aktivierung im "zellfreien" System durch AA seit langerer Zeit gut belegt ist (Cumutte 

1985; McPhail et al. 1985), kormte die Situation in intakten Neutrophilen/HL-60 Zellen 

bisher nicht eindeutig geklart werden (Cockcroft 1992; Thelen et al. 1993). Die hier 
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vorgestellten Ergebnisse belegen aber ebenso die Notwendigkeit einer funktionsfahigen 
(c)PLA2 zur Aktivierung der Oxidase wie die von Dana et al. (1994), konnen jedoch die 

exakten Mechanismen des Signaltransduktionsvorganges nicht aufklaren. Dana et al. 
(1994) diskutieren deswegen auch die Einbeziehimg von sPLAj-Aktivitat zxir Auslosung 

der "respiratory bursf'-Reaktion in einem ProzeB, der ohne PKC-Beteiligung auskommen 

soil. An der Bedeutung von Arachidonsaure fur die Aktivierung der NADPH-Oxidase, 

wobei die freie Fettsaure als unmittelbarer Agonist des Enzyms in intakten Zellen 

anzusehen ist (Henderson et al. 1993), besteht allerdings kein Zweifel. 

4.2.3.1.4 Bedeutung von Protein-Tyrosinkinasen, -Phosphatasen, Phospholipase D 

und Phosphatidylinositol 3-Kinase 

Die mit den eingesetzten Stimuli ausgeloste "respiratory burst"-Reaktion in Neutrophi- 

len/HL-60 Zellen kann iiber das zuvor Gesagte hinaus aber auch durch Inhibition von 

Protein-Tyrosinkinase-Aktivitat moduliert werden. In unserem Modell hemmten Genistein 

Oder Herbimycin A den biologischen Endpunkt zu ca. 80%. Da beide Antagonisten bisher 

als spezifisch fur PTK angesehen werden (Akiyama et al. 1987; Fukazawa et al. 1991; 

Uehara 8c Fukazawa 1991; Uckun et al. 1993), muB aus den vorgestellten Daten eine 

Beteiligung von PTK-Aktivitat bei der PMA- wie FPR-vermittelten "burst"-Reaktion 

postuliert werden. Besonders die f-MLP-induzierte Aktivierung von PTK ist trotz zahl- 

reicher Belege (Berkow & Dodson 1990; Grinstein & Furuya 1990; Grinstein et al. 1990; 

Badwey et al. 1991; Bourgoin et al. 1992; Torres et al. 1993) bisher unverstanden. 

"Serpentine"-Rezeptoren besitzen keine endogene PTK-Aktivitat und auch uber eine 

mogliche Assoziation der intrazellularen Rezeptordomanen mit "Nicht-Rezeptor-Protein- 

Tyrosinkinasen" (NR-PTK; s.u.) ist derzeit nichts bekannt (Thelen et al. 1993). Die 

Inhibition durch die beiden Antagonisten gelingt jedoch nicht vollstandig; deshalb mtissen 

weitere Signaltransduktionswege ohne PTK-Beteiligung zur "burst"-Aktivierung beitragen 

(s.u.). Das AusmalJ der hihibition unter alien unseren getesten Stimuli deckt sich jedoch 

mit publizierten Befunden nach Verwendung von Genistein (Azuma et al. 1993: Torres et 

al. 1993) Oder Erbstatin als PTK-Antagonisten (Bourgoin et al. 1992). 

Die Expression dieser Enzymaktivitat aus der Familie der NR-PTK in hamatopoetischen 

Zellen ist publiziert (Bolen et al. 1992; Thelen et al. 1993; Thelen & Wirthmueller 1994; 

Downey et al. 1995) und wird von uns bestatigt (vgl. Abb. 34). NR-PTK-Aktivitat wird 

allerdings bisher uberwiegend im Zusammenhang mit der Signaliibertragung zur 

Aktivierung von Zellen diskutiert, die durch Stimulation von Zytokin- oder Antigen- 

Rezeptoren ausgelost wird (vgl. z.B. Khosravi-Far & Der 1994; Hunter 1995; Nakamura et 

al. 1996). Die Hauptvertreter an PTK m Phagozyten gehoren der "5rc"-Familie der NR- 

PTK an (Bolen et al. 1992; Thelen & Wirthmueller 1994). Auch die hier vorgestellten 

"Western blot"-Daten belegen die konstitutive Prasenz von Proteinen aus der ".src"-Familie 

in unseren Zellen, unter denen in Ubereinstimmung mit der Literatur (Hamada et al. 1993; 
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Thelen et al. 1993; Perlmutter 1995) das Produkt des c-^r-Protoonkogens (pSS'^-fs'') naher 

identifiziert werden konnte (vgl. Abb. 34). Auf das Vorliegen moglicher weiterer NR- 

PTKs (p53fp5&y", ^62^-ye^ fll^y^ hck; Agarwal et al. 1993; Corey et al. 1993; Burden et 

al. 1995) wurden unsere Zellen bisher nicht geprilft. 

Da die Komponenten der NADPH-Oxidase (Cytochrom B-Formen, p47i'A« pSlpf'^^ etc.) 

im Zuge der En2ymakti¥ierung nicht an Tyrosinresten phosphoryliert werden (Thelen et al, 

1993), hangt die Initiation der "bursf-Aktivitat offensichtlich nicht direkt von PTK ab. 

Dazu paBt auch unsere Beobachtung, daB alleine die Inhibition von Proteintyrosin- 

Phosphatasen (PTP) durch Vanadium-Verbindungen nicht zu einer Aktivierung der 

NADPH-Oxidase fuhrt (s. Kap. 3.2,5.2; Steinbeck et al. 1991). Vielmehr ist die PTK- 

vermittelte Stimulation einer weiteren Phospholipase-Aktivitat, PLD, mit der Bereit- 

stellung eines weiteren Lipid-"2nd messengers" in Erwagung zu ziehen (Cockcroft 1992). 

PLD-Aktivitat ist zudem als potentiell strahlensensibles Target anzusehen (Avila et al. 

1993; s. Kap. 4.4). Deshalb wird ihre Regulation nachfolgend im Detail diskutiert. 

Zumindest fur Rezeptor-PTK- (EGF-, PDGF-R; Ben-Av & Liscovitch 1989; Fisher et al. 

1991; Lee et al. 1994) und Antigen-Stimulation einer Zellinie einer Basophilen-Leukamie 

der Ratte (Nakamura et al. 1996) ist die Aktivierung von PLD unmittelbar beschrieben. 

Auch filr Neutrophile/HL-60 Zellen (Uings et al. 1992; Bourgoin & Grinstein 1992; 

Naccache et al. 1993) bzw. Fibroblasten (Briscoe et al. 1995) kann PTK-vermittelte PLD- 

Aktivitat aus der Stimulierbarkeit von PLD alleine durch Inhibition von PTP mittels 

Vanadiumhydroperoxid ("Pervanadat") abgeleitet werden. Fiir Neutrophile wurde eine 

besonders hohe PTP-Aktivitat berichtet, die durch "Pervanadat" hemmbar war (Grinstein et 

al. 1990), 
In Einklang mit diesen Befimden haben unsere Ergebnisse in HL-60 Zellen erne 

ausgepragte Zunahme der intrazellularen Fluoreszenzintensitat nach Vorbehandlung der 

Zellen mit "Pervanadat" und nachfolgender Darstellung der Proteine mit Phosphotyrosin- 

Resten mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gezeigt. Dieser Effekt war durch 

Stimulation der Zellen mit f-MLP nur noch relativ gering zu steigem, was einerseits die 

grundsatzliche Phosphorylierbarkeit von Proteinen an Tyrosinresten durch G-Protein- 

vermittelte Signalttbertragungsprozesse und andererseits aber auch die ungleiche 

Bedeutung der jeweiligen Beitrage (Inhibition von PTP-Aktivitat bzw, zusatzlich 

mduzierte Phosphorylierung von Tyrosinresten) fflr die Gesamt(tyrosin)phosphorylierung 

der Proteine verdeutlicht, 
Eine solche Induzierbarkeit von Phosphorylierungen an Proteintyrosinresten durch 

praktisch alle relevanten Aktivatoren von Neutrophilen ist in der Literatur sehr gut belegt 

(Berkow & Dodson 1990; Grinstein et al. 1990; Garland 1992; Azuma et al. 1993; Fialkow 

et al. 1993; Lu et al. 1993; Mitsuyama et al. 1993). 
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Ebenfalls in Einklang mit publizierten Daten (Cui et al. 1994) beobachten wir eine deutlich 

vun ca. 40% verstarkte "respiratory bursf'-Reaktion in Ortho-Vanadat vorbehandelten 

Zellen nach f-MLP-Stimulation, wahrend die PMA-induzierte Aktivitat, ahnlich den 

Befunden von Lu et al. (1992) in etwa um den gleichen Betrag reduziert ist. Der 

Mechanismus des letzteren Effektes ist bisher nicht verstanden, belegt aber, dalB bei 

gleichzeitiger Verstarkung der f-MLP-induzierten Reaktion durch Inhibition von Protein- 

phosphatasen (siehe dazu auch den nachsten Absatz) diese ohne nennenswerte PKC- 

Beteiligung ablaufen konnte (Lu et al. 1992). Mogliche Proteinkinasen als Altemativen zu 

PKC werden in der Literatur diskutiert (Ding & Badwey 1993 und 1993a). 

Prinzipiell gleiche Befunde konnen wir nach hihibition von Protein-Phosphatasen, die 

Serin-ZThreoninreste dephosphorylieren, mittels Vorbehandlung der Zellen mit "Okadaic 

acid", einem Inhibitor, der bevorzugt den PP-Typ 2A antagonisiert (Lu et al. 1992; 

Djerdjouri et al. 1995), erheben. Hier wird die PMA-, ebenso wie die durch Immun- 

komplexe induzierte "burst"-Aktivitat konzentrationsabhangig voUig inhibiert, wahrend die 

f-MLP-stimulierte Reaktion in Anwesenheit von CytB um ca. 30% gesteigert wird. Ohne 

CytB im Ansatz verdreifacht sie sich sogar mit einem Konzentrationsoptimum bei 0,5 |AM 

bis 1,0 ^iM "Okadaic acid" (vgl. Abb. 37). Sowohl unsere f-MLP- als auch unsere PMA- 

Daten bestatigen publizierte Befunde (Lu et al. 1992; Djerdjouri et al. 1994 und 1995) in 

humanen Neutrophilen. Sie konnen allerdings die biphasische - zunachst stimulierende, 

darm inhibierende - Aktion der OA, wie sie fur die Stimulation von DMSO-differenzierten 

HL-60 Zellen mit opsoniertem Zjonosan beschrieben ist (Suzuki et al. 1995), ebensowenig 

bestatigen, wie eine fehlende Wirkung auf den PMA-Stimulus bzw. die Inhibition des f- 

MLP-Stimulus (Okuyama et al. 1996). Wahrend die erste Diskrepanz mit der Unterschied- 

lichkeit der angesprochenen Rezeptoren erklart werden kaim [opsoniertes Zymosan soil 

bevorzugt an den CDllb/CD18-Komplex binden (Goldstein et al. 1975), Immunkomplexe 

dagegen an FcyR (s. Kap. 4.2.3.2)], mufi die zweite zu den Daten von Okuyama et al. 

(1995) bei der Ahnlichkeit der Konzentrationen der Stimuli (PMA bzw. f-MLP) offen 

bleiben. Unabhangig davon zeigt jedoch die Summe der Befunde die Bedeutung von PTP- 

im Zusammenspiel mit PTK-Aktivitat bei der Regulation der "respiratory burst"-Oxidase 

und ist deshalb in das zusanmienfassende Schema in Abb. 49 mitaufgenommen. 

Der exakte Mechanismus der PLD-Aktivierung durch PTK und andere Prozesse ist aller- 

dings nach wie vor unbekannt (Cockcroft 1992; McPhail et al. 1993; Thelen et al. 1993; 

Thelen & Wirthmueller 1994; Briscoe et al. 1995). Die mogliche Phosphorylierung des 

Enzyms betreffend, konnte er in Analogic zur Aktivitats-induzierenden Phosphorylierung 

von PLCy an Tyrosinresten (s. Kap. 4.2.3.2.3) in einem vergleichbaren Mechanismus 

bestehen oder in der Phosphorylierung eines konstitutiven PLD-Inhibitors, der dadiirch 

inaktiviert  wird  (Bourgoin  &   Grinstein   1992).   In  einem  postulierten   Signaltrans- 
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duktionsweg nach PMA-, f-MLP- oder Immunkomplex-Stimulation der Zellen ist jedoch - 

unabhangig vom Aktiviemngsmechanismus - die PLD-Aktivitat distal zu PTK und beide 

auch distal zur PKC zu plazieren (Abb. 49). Dazu paBt auch, daB Kim et al. (1995) PDGF- 

induzierte PLD-Aktivitat durch Herbimycin A-Vorbehandlung voUig und wir die 

"respiratory burst"-Reaktion unter alien Stimulationsbedingungen groBteils durch die PTK- 

Inhibitoren Genistein oder Herbimycin A blockieren konnten (vgl. Abb. 35). Diese 

Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu Untersuchungen mit anderen PTK- 

Inhibitoren (ST271, ST638, Erbstatin), die nicht in der Lage waren, Phorbolester-aktivierte 

PLD in Neutrophilen zu hemmen (Uings et al. 1992). Der Widerspruch kann derzeit nicht 

aufgelost werden und konnte mit einer Spezifitat gewisser PTK-Inhibitoren fllr unter- 

schiedliche NR-PTK zusammenhangen. 

Neben dieser Moglichkeit der Aktivierung von PLD durch PTK wurden bereits von 

Reinhold et al. (1990) die weiteren Optionen der Stimulation von PLD-Aktivitat durch 

PKC, durch Veranderung der intrazellularen [Ca2+] und durch emen Wortmannin- 
hemmbaren Weg aufgezeigt, die durch Pai et al. (1991) mittels Uberexpression des Pj- 

Isoenzyms fiir die PKC-Altemative in PMA-stimulierten Fibroblasten bestatigt werden 

konnte. Im Gegensatz zu unseren "respiratory burst"-Befunden mit Wortmaimin war jedoch 

bei Reinhold et al. (1990) der untersuchte biologische Endpunkt nach PMA-Stimulation, 

die Freisetzung von Phosphatidylethanol als direktes MaB flir PLD-Aktivitat, nicht durch 

den PI3-K-Antagonisten (teil)-mhibierbar. Eine mogliche Erklarung ftir diese Diskrepanz 

zwischen der Wortmannin-modulierbaren "burst"-Reaktion und der Unempfindlichkeit der 

PLD-Aktivitat nach PMA-Gabe konnte die Beobachtung liefem, dafl die Aktivierung von 

PLD durch PMA/PKC auch ATP-frei ohne Protein-Phosphorylierung moglich sein soil 

(Conricode et al. 1992), in einem Mechanismus, der bisher nicht geklart ist und der die 

direkte Aktivierung von PLD durch Phorbolester beinhalten konnte (Billah et al. 1989a; 

Liscovitch 1992). 

Wie bei uns, konnte dagegen die f-MLP-induzierte "burst"-Reaktion in mehreren Arbeiten 

mittels Wortmannin voUig eliminiert werden (Reinhold et al, 1990; Bonser et al. 1991; 

Gelas et al. 1992; Arcaro & Wymann 1993; Stephens et al. 1993; Fry 1994; Okada et al. 

1994). Aus der Summe der publizierten Daten kann eine direkte Kopplung eines hetero- 

trimeren G-Proteins mit PI3-Kinase-Aktivitat abgeleitet werden (vgl. Abb, 49), die von 

Stephens et al. (1994) als Interaktion des Enzyms mit der Py-Untereinheit (UE) von G- 

Proteinen identifiziert werden konnte. Diese G-Protein-assoziierte PI3-Kinase (pllOy) ist 

nicht nur durch das Fehlen der regulatorischen pSS-UE (vgl. Kap. 4.5.1) gekennzeichnet 

(Stoyanov et al. 1995; Zvelebil et al. 1996), sondem wurde durch unsere Arbeiten auch als 

strahlenempfindlich identifiziert (vgl. Abb. 41). Die Bestrahlung (5 Gy) von Granulozyten 

verstarkt nach f-MLP-, jedoch nicht nach PMA-Stimulation die inhibitorischen Effekte der 



4. Diskussion 117 

alleinigen Inkubation der Zellen mit den PI3-K-Antagonisten [niedrige Konzentrationen (< 

5 0 nM) an Wortmannin oder 5 ^iM LY294002]. 

Mit der katalj1:ischen pllO-UE der PI3-Kinasen ist mittlerweile auch das zellulare Target 

fur die pharmakologische Wirkung von Wortmannin oder LY294002 identifiziert (Arcaro 

6 Wymann 1993; Yano et al. 1993; Powis et al. 1994; Thelen et al. 1994; Vlahos et al. 

1994 und 1995; Nakanishi et al. 1995). 

In einem f-MLP-stimulierten "Pathway" der Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase ist 

PI3-K-Aktivitat gemafi den zuvor gemachten Ausfuhrungen zweimal, sowohl "upstream" 

als auch "downstream" von PKC-Aktivitat, einzutragen (vgl. Abb. 49). Dabei ist die exakte 

Position von PI3-K im "Pathway" "downstream" von PKC noch nicht eindeutig bestimmt. 

Untersuchungen an Osteoblasten-ahnlichen Zellen belegen, dal5 PI3-K-Aktivitat in die 

Regulation von PLD durch PKC einbezogen ist und plazieren ihre Funktion "downstream" 

von PTK (Kozawa et al. 1995). Interessanterweise zeigen diese Autoren Daten, leider ohne 

sie zu diskutieren, die in Analogic zu unseren chemoluminometrischen Befunden (vgl. 

Abb. 42) die teilweise Aufhebung des starken inhibitorischen Effektes des Genisteins (30 

^g/ral) auf PLD-vermittelte Cholin-Freisetzung durch Wortmannin (1 \iM) belegen. 

Einschrankend muB allerdings zur Studie von Kozawa et al. (1995) erwahnt werden, dalJ 

Wortmarmin in Konzentrationen bis 10 nM eingesetzt wurde, ein Bereich, in dem die 

Spezifitat von Wortmaimin fur PI3-K angezweifelt wird (Powis et al. 1994) und bei der 

auch die direkte hihibition von PLD- (Bonser et al. 1991), von PKC- (Yano et al. 1993) 
und von PLA2-Aktivitat (Cross et al. 1995) diskutiert wurde. 

Die Anordnung von PI3-K in einem Signaltransduktionsweg "dovmstream" von PTK ist 

jedoch nicht unumstritten. Die Befunde von Naccache et al. (1993) in humanen Neutro- 

philen/HL-60 Zellen sprechen fur die Positionierung von PI3-K-Aktivitat vor PTK 

("upstream" von PTK), da die Autoren zeigen konnten, daB Wortmannin die Phosphory- 

lierung an Tyrosinresten verschiedener Proteine nach Stimulation der Zellen mit loslichen 

wie partikularen Agonisten mhibiert, ein Vorgang, der unabhangig von PLD-Aktivitat 

erfolgen konnte. Dabei bUeb offen, ob das Enzym selbst oder weitere Faktoren, die zu 

seiner maximalen Aktivierxmg notwendig sind, Tyrosin-phosphoryliert werden (Naccache 

et al. 1993). Ein moglicher weiterer Faktor wurde inzwischen mit den ADP-Ribosylations- 

faktoren (ARF) aus der Gruppe der "kleinen GTP-bindenden Proteine" identifiziert (Brown 

et al. 1993; Cockcroft et al. 1994; Quinn 1995), wobei neueste Untersuchungen darauf 

hindeuten, daB auch sie zur maximalen Aktivierung von PLD mit einem weiteren, 

unbekannten Faktor synergistisch kooperieren miissen (Quinn 1995 sowie weitere dort 

zitierte Literatur). hi diesem Zusammenhang ist auch die berichtete Notwendigkeit eines 
aktiven PtdLisP2-Metabolismus von Interesse, der unter Bildung von Phosphatitsaure (PA) 

und   PtdInsP2   durch   PLD   bzw.    PtdIns-4-Phosphat-5-Kinase   in   einer   positiven 
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Rilckkopplimg mit PtdInsP2 als Kofaktor von PLD aus Membranen des Rattenhims zu 

deren maximalen Aktivierung fuhren soil (Liscovitch et al. 1994). 
PLD-Aktivitat benutzt Phosphatidylcholin (PtdCho) als Substrat und setzt daraus neben 

Cholin sowohl Diacyl- als auch 1-Alkyl, 2-Acyl-PA frei (Agwu et al. 1989; Billah et al. 

1989a; Cockcroft 1992; Meshulam et al. 1995). Eine Selektivitat von PLD fur PtdCho 

einer besonderen molekularen Spezies, die an der sn-1-Position eine gesattigte Fettsaure 

(18:0) tragen, ist allerdings ktirzlich gerade fur HL-60 Zellen, die mit Retinsaure zu 

Granulozyten differenziert wurden, gezeigt worden (Heung & Postle 1995), Die exakte 

Analyse der Lipase ist enorm erschwert durch das Fehlen eines spezifischen Inhibitors jEtir 

PLD-Aktivitat (Powis et al. 1995) und dadurch, daB das Enzym bisher weder in gereinigter 

Form vorliegt noch das PLD-Gen kloniert oder sequenziert ist (Cockcroft 1992; Liscovitch 

1992; McPhail et al. 1993; Exton 1994). Aus der Vielzahl der vorliegenden Daten kann 

jedoch geschlossen werden, daB der groBere Anteil an DAG in entsprechend stimulierten 

Zellen aus der Metabolisierung von PtdCho durch PLD-Aktivitat stammt (Liscovitch 

1992). Besonders nach Rezeptorstimulation wird z.B. in der Chemolumineszenz-Analyse 

des "respiratory burst" ein biphasischer Verlauf beobachtet (vgl. Abb. 26b), v^obei der 

erste, schnell ansteigende und wieder abfallende Gipfel mit der Aktivitat von Ptdlns-PLC 
und deren Produkten (DAG, InsPj -»-^ [Ca2+]i) korrehert, wahrend der langer andauemde 

zweite Gipfel von der Verstof^echselung von PtdCho durch PLD herriihren soil (Billah & 

Anthes 1990; Cockcroft 1992; Liscovitch 1992; Exton 1994). 
Fur die Bereitstellung von DAG kommt grundsatzlich neben der PLD- auch PtdCho-PLC- 

Aktivitat in Betracht. Beide liefem auf indirektem [tiber Phosphatidyl-Phosphohydrolase 

(PPH)-Aktivitat] oder auf direktem Weg auch DAG als wichtigen Lipid-"2'»<J messenger". 

An dieser Stelle soil nachdrlicklich darauf hingewiesen werden, daB die Bezeichnungen 

DAG und PA jeweils fllr Stoffgrappen stehen, die aufgrund ihrer Herkunft aus PtdCho 

oder Ptdhis oder Ptd-Ethanolamin eine sehr unterschiedliche molekulare Zusammen- 

setzungen haben (Heung & Postle 1995) und sich in der HPLC-Analyse (vgl. Abb. 46) 

auch nicht als homogene Verteilung darstellen. hn Falle der DAGs wird z.B. eine Spezifitat 

bei der Aktivierung verschiedener Isoformen der PKC diskutiert, wobei nur Ptdhis- 

Metabolite, jedoch nicht PtdCho-Abkommlinge PKC-Isoenzyme aktivieren soUen (Leach 

et al. 1991) und auch die Heterogenitat der PAs soil sich in unterschiedlichen biologischen 

Aufgaben ausdrUcken (Bursten et al. 1994). 
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4.2.3.1.5 Bedeutung von Phosphatidyl-Phosphohydrolase 

Die durch PLD-Aktivitat erzeugte PA kaim durch eine PPH zu DAG dephosphoryliert 

werden kann (Billah et al. 1989; Billah & Anthes 1990; Liscovitch 1992; McPhail et al. 

1993; Meshulam et al. 1995), womit eine alternative Quelle der Bereitstellung dieses "2*^'^ 

messengers" aufgezeigt ist, oder als PA eine eigenstandige Funktion als "2"<1 messenger" 

erfuUen (s.u.). Die Bedeutung von PLD-Aktivitat flir die Generierung bzw. die Unter- 

haltung einer lang andauemden "respiratory burst"-Reaktion wird seit einigen Jahren inten- 

siv bearbeitet, ohne dali hinsichtiich der Wichtigkeit der PLD ein Konsens erzielt werden 

konnte. In diesem Kontext wird allerdings weniger die Bedeutung der DAG-Bereitstellung 

als die der vorausgehenden PA-Produktion diskutiert, die von manchen Autoren als 

entscheidend beim "respiratory burst" angesehen wird (Pai et al. 1988; Agwu et al. 1989 

und 1989a; Billah et al. 1989 und 1989a; Bonser et al. 1989 und 1991; Reinhold et al. 

1990; Rossi et al. 1990; Agwu et al. 1991; Cockcroft 1992; MuUman et al. 1993). 

Die Bedeutung der PA als Lipid-"2'^<^ messenger" fur die Aktivienmg des f-MLP- 

induzierten "burst" konnte bei unseren Untersuchungen mit einer 8-fachen Zunahme der 

Reaktion in Neutrophilen und der erheblichen Steigerung in HL-60 Zellen durch Vorbe- 

handlung der Zellen mit Propranolol in Ubereinstimmung mit der Literatur (Bonser et al. 

1989; Rossi et al. 1990; Agwu et al. 1991; Gay 8c Murray 1991; McPhail et al. 1993; 

Meshulam et al. 1995) deutlich belegt werden. Da in Propranolol-behandelten Zellen PA 

nicht durch PPH metabolisiert werden kann, steht es langer fur die Aktivierung der 

NADPH-Oxidase zur Verfugung. Deren verstarkte Funktionalitat wird als Argument fur 

die direkte "2nd messenger"-Rolle der PA benutzt (Rossi et al. 1990; Agwu et al. 1991; Gay 

& Murray 1991; Sozzani et al. 1992). 

Durch Propranolol verminderte Zellfunktion, wie der PMA-induzierte "burst" bei unseren 

Untersuchungen, wird dagegen als Argument fur die Wichtigkeit der dadurch vermin- 

derten DAGs aus PLD/PPH-Aktivitat verwandt (English «fe Taylor 1991; Gay & Murray 

1991; Sozzani et al. 1992). Diese Argumentationslinien sind jedoch nur bedingt stich- 

haltig, da Hinweise vorhanden sind, daB hohe Konzentrationen an Propranolol (> 150 f^M) 

direkt PLD-Aktivitat (Gay & Murray 1991) bzw. auch PKC-Isoenzyme (a und (3) mit einer 
IC50 von ca. 150 |a.M inhibieren konnen (Sozzani et al. 1992), was die hiterpretation der 

Daten sehr schwer macht. Unsere oben diskutierten Ergebnisse beziehen sich jedoch auf 

eine Konzentration von 50 \iM Propranolol, bei der die Bindung eines radioaktiv- 

markierten Phorbolesters an Neutrophile um ca. 20% und deren Gesamt-PKC-Aktivitat nur 

unwesentlich um ca. 10% reduziert waren (Sozzani et al. 1992). Deshalb kann unter 

vinseren MeBbedingungen weiterhin von differenzierten Effekten des Antagonisten auf 

Rezeptor-vermittelte und -unabhangige Stimuli in Neutrophilen/HL-60 Zellen ausge- 

gangen werden (Gay & Murray 1991). Eine PPH-kontroUierte Balance zwischen dem PLD- 

Produkt PA einerseits und der DAG-Konzentration anderseits, kormte in einem komplexen 
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Zusammenspiel mit AA (rnisere Ergebnisse) sich als entscheidend flir die zellulare 

Reaktion (verstarkter/verminderter "burst") herausstellen (English & Taylor 1991; Gay & 

Murray 1991; Meshulam et al. 1995). 
In VergroBerung der Komplexitat der Regulation der Superoxidanionen-Produktion findet 

zudem ein "cross-talk" zwischen zwei Phospholipasen statt, da das PLD-Produkt PA 
zusatzliche PLAj-Aktivitat induzieren soil (zitiert nach Bonser et al. 1991). 

4.2.3.1.6        Bedeutung von Diacylglycerin-Kinase 

Die oben angesprochende Balance zwischen PA imd DAG wird aber nicht alleine von 

PPH-Aktivitat, sondem auch von DAG-phosphorylierender DAG-Kinase-Aktivitat 

bestimmt (English & Taylor 1991; Cohen 1994), deren hihibition durch den Antagonisten 

R59 022 (de Chaflfoy de Courcelles et al. 1985; Tuominen et al. 1994; Meshulam et al. 

1995) zu einer DAG-Akkumulation flihrt. DAG-K transloziert - offensichtlich Substrat- 

reguliert - ebenso wie PKC-Aktivitat aus dem Zytosol an die Plasmamembran. Diese 

Translokation erfolgt nach der Anreicherung der Kinase mit DAG, das von unterschied- 

lichen PKC-abhangigen Prozessen einschlieBlich der Stimulation der Zellen mit PMA 

herriihrt, ohne jedoch von PMA direkt beemflufibar zu sein (Maroney & Macara 1989). 

Das Enzym DAG-K soil in bis zu 6 Isoformen vorkommen (Maroney & Macara 1989), von 

denen bisher zwei in HL-60 Zellen nachgewiesen wurden und unter denen jedoch nur eine 
Form durch R59 022 hemmbar sein soil (Younes et al. 1992). Diese Autoren konnten 

daruber hinaus zeigen, daB ein weiterer vermuteter Lipid-"2nd messenger", das Sphingo- 

myelinase-Produkt Ceramid (Spence 1993; Hannun 1994), als physiologischer hihibitor 

von DAG-K fangieren konnte. 
Unsere Ergebnisse belegen mit bis zu dreifach verstarkter "respiratory bursf'-Reaktion 

durch Inhibition der Metabolisierung der DAGs durch DAG-K mittels R59 022 die 
Wichtigkeit des Lipid-"2°d messengers" flir diese Immunfiinktion der Neutrophilen/HL-60 

Zellen. Sie bestatigen damit ahnliche Befimde nach f-MLP- oder PMA-Stimulation von 

Neutrophilen (de Chaflfoy de Courcelles et al. 1985; Meshulam et al. 1995), weichen 

jedoch flir differenzierte HL-60 Zellen mit der deutlichen Verstarkung der Reaktion auf 

PMA bei Vorbehandlung der Zellen mit R59 022 von den Beobachtungen in den reifen 

Zellen ab. Vergleichbare Untersuchungen mit HL-60 Zellen sind aus der Literatur nicht 

bekannt. Sie zeigen jedoch, daB PMA-Stimulation von differenzierten HL-60 Zellen offen- 

sichtlich DAG freisetzt (Bonser et al. 1991), dessen verhinderte Metabolisierung zu PA mit 
der verstarkten Produktion des O2" positiv korreliert. In der Literatur diskutierte DAG- 

Freisetzung durch PMA wird allerdings als von induzierter PLD-Aktivitat herriUirende PA 

mit deren Dephosphorylierung zu DAG angesehen (Reinhold et al. 1990; Bonser et al. 

1991; Conricode et al. 1992; Exton 1994), worauf Inhibition der DAG-K keinen EinfluB 

haben soUte. PMA-stimulierte PKC-Aktivitat hat jedoch eher einen negativen "feed back"- 

EinfluB auf PLC(P)-Aktivitat als alternative Quelle fur DAG (Delia Bianca et al. 1986; 
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Smith et al. 1987; Tyagi et al. 1988), indem die Kopplung des aktivierten G-Proteins mit 

Ptdlns-PLC beeintrachtigt sein soli (Mullmann et al. 1993). Unter den gegebenen 

Umstanden muB deshalb eine de novo DAG-Synthese, wie sie auch fur durch Candida- 

Hyphen ausgeloste Neutrophilen-Aktivienmg diskutiert wird (Meshulam et al. 1995), als 

Erklamngsversuch ins Auge gefaBt werden. 

4.2.3.1.7        Bedeutung von PtdCho-Phospholipase C 

Basierend auf der Verwendung eines bisher als spezifisch angesehenen Inhibitors fur 

PtdCho-PLC-Enzymaktivitat (D609; Schutze et al. 1992; Wiegmann et al. 1994; Schiitze et 

al. 1994), erbringen unsere Ergebnisse einen starken Hinweis auf das Vorhandensein von 

PtdCho-PLC auch in Neutrophilen. Besonders im Zusammenhang mit der Signaliiber- 

tragung, die durch die Bindung von Zytokinen an ihre Rezeptoren ausgelost wird, wird die 

Beteiligung von PtdCho-PLC in emer Vielzahl von Zelltypen, darunter auch Neutrophile 

und HL-60 Zellen, beschrieben (Review: Schiitze et al. 1994 und dort zitierte Literatur). 

Billah et al. (1989) und Cockcroft (1992) bzw. Chabot et al. (1992) dagegen glauben 

zumindest fur eine f-MLP-induzierte bzw. eine f-MLP- oder PMA-induzierte PtdCho-PLC- 

Aktivitat keinen Hinweis erhalten zu haben. Eine direkte Beteiligung von PtdCho-PLC bei 

der Stimulation der "respiratory bursf'-Oxidase in Neutrophilen ist bisher nicht belegt. Die 

Interpretation von Experimenten, bei denen durch die Inkubation von Zellen mit einem 

Antagonisten der alleinige Nachweis einer Enzymaktivitat geftihrt wird, ist sicherlich 

problematisch. Sie konnte im Falle von D609 angesichts zweifelhafter Spezifitat (Qratas & 
Powis 1993; die Autoren diskutieren erne D609-Wirkung auf PLD-Aktivitat mit einer ICJQ- 

Konzentration von 820 ^M, haben dabei jedoch bisher noch keinen Widerhall in neuerer 

Literatur gefunden) zu falschen SchluBfolgerungen fiihren. Die nur partielle Hemmbarkeit 

sowohl der Phorbolester- wie der Rezeptoragonisten-vermittelten Reaktionen - trotz der 

relativ hohen Konzentration (50 |ig/ml = 187 |xM) an Inhibitor D609 - deutet auf die 

Moglichkeit von, "bypasses" der Signalweiterleitung hin, die offensichtlich nicht D609- 

empfmdlich sind und moglicherweise von einer durch die angewandte Konzentration nicht 

voUig inhibierten PLD-Aktivitat herruhren konnte. 

In diesem Kontext ergibt sich eine interessante Moglichkeit der Aktivierung von MAPK, 

die in NIH (M17) Zellen beschrieben wurde (Cai et al. 1993) und die auch auf stimulierte 

Granulozyten zutreffen konnte. Cai et al. (1993) belegen die Aktivierbarkeit von Raf-1- 

Kinase durch PtdCho-PLC-vermittelte Hydrolyse von PtdCho und eroffrien damit 

potentiell einen weiteren Weg zur Stimulation von MAPK-Aktivitat. Inwieweit er 
tatsachlich in Neutrophilen beschritten wird und dabei evtl. zur Aktivierung von PLA2 

flihrt (s. Kap. 4.2.3.1), bedarf der exakten Uberpriifung. Befimde von Buscher et al. (1995) 

in Makrophagen-Zellinien deuten jedoch bereits darauf hin, daB die Situation offensichtlich 

noch komplexer ist, und daB zur tatsachlichen MAPK-Aktivierung vermutlich ein zweites 
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Signal notwendig ist, da PKC-Stimulation der Zellen zwar zur Aktivierung der Raf-1- 

Kinase, jedoch nicht der MAPK flihrte. Eine Publikation aus jtingster Zeit (BJ0rk0y et al. 

1995) konnte mit PKC^ - neben aus PtdCho generiertem DAG - das notwendige zweite 

Signal dieses mitogenen "Pathways" in NDH 3T3 Fibroblasten identifiziert haben. PKC^- 

Protein konnte in unseren Zelltypen bisher jedoch nicht detektiert werden. Die 

Notwendigkeit des Eingangs mehrerer Signale uber verschiedene Transduktionswege zur 

vollen Aktivierung der MAPK, von denen eines PKC-abhangig ist, wurde dariiber hinaus 

bereits in einer weiteren Untersuchung gefordert (Schiemann & Nathanson 1994), 

Die Bedeutung von PtdCho-PLC-Aktivitat fur die Regulation eines weiteren, 

immunologisch wichtigen Enzyms, das zudem eine gewisse Verwandschaft mit NADPH- 

Oxidase aufweist (Bastian & Hibbs 1994), der Stickoxid-Synthase, ist kurzlich in LPS- 

oder IFN-y-aktivierten Makrophagen gezeigt worden (Sands et al. 1994). Daraus ergibt sich 

die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zur Abklarung des Beitrags der vermuteten 

PtdCho-PLC bei der Auslosimg der "respiratory burst"-Reaktion der Neutrophilen. 

Angesichts der Unsicherheit dieses Beitrags (Spezifitat des Inhibitors, PtdCho-PLC-Gen 

nicht kloniert, etc.) findet diese Aktivitat jedoch keine Aufiiahme in das zusammen- 

fassende Schema der Aktivierung der "burst"-Oxidase (Abb. 49). 

4.2.3.2 Fcy-Rezeptor-induzierte Aktivierung der "respiratoiy burst"-Oxidase 

4,2.3.2.1 Signaltransduktion durch Fcy-Rezeptoren 

Die Rezeptoren (R) flir den konstanten Teil (Fc) der Immunglobuline (Ig) der Klasse G 

(FcyR) gehoren zur Familie der Immunglobulin-Supergene (Ravetch 1994). Von den 8 im 

menschlichen Genom identifizierten FcyR-Genen [je drei (A, B und C) flir die RI und -II 

sowie zwei (A und B) des RIII] werden in Neutrophilen-(ahnlichen) Zellen (Neutrophile, 

HL-60 und U937 Zellen) alle Formen mit Ausnahme des FcyRDIA exprimiert, der eine 

Besonderheit von nattirlichen Killerzellen und Makrophagen darstellt (Lin et al. 1994; 

Ravetch 1994; Roitt et al. 1995). Die molekularen Strukturen der einzelnen R-Typen sind 

aufgeklart und zeigen fllr die FcyRI und -II der Neutrophilen jeweils das Vorhandensein 

transmembranoser Domanen, im Falle des FcyRDIB - als Besonderheit in Neutrophilen - 

jedoch nur eine Verankerung der immunologisch einheitlichen extrazellularen Domanen 

uber eine Glykosylphosphatidylinositol-Qruppe in der Plasmamembran, ohne jegliche 

transmembranose oder zytoplasmatische Proteinkomponente (Hogg 1988; Hundt & 

Schmidt 1992 und 1992a; Lin et al. 1994; Ravetch 1994), 

Die Signaliibertragung zur Auslosung zellularer Reaktionen nach Ligandenbindung an Fey 

R, die in der Immunphanotypisierung als CD64, CD32 und GDI 6 (FcyRI -JE) bezeichnet 
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werden (s. Kap. 3.1.2) ist bisher nur unzureichend aufgeklart (Cambier 1995; Greenberg 

1995; Kobayashi et al. 1995). Dies gilt besonders nach Stimulation der Zellen mit Immun- 

komplexen (Kobayashi et al. 1995), denen eine groBe pathophysiologische Bedeutung im 

Entziindungsgeschehen und der damit einhergehenden Gewebsschadigung beigemessen 

wird (Weiss 1989). Im Gegensatz zu vielen R fur Wachstumsfaktoren und andere Zytokine, 

geniigt hier nicht die Bindung des (spezifischen) Liganden an FcyR zur Stimulation einer 

intrazellularen Antwort; vielmehr ist eine Quervemetzung ("cross-linking") oder 

Immobilisierung mehrerer (verschiedener) FcyR in der Plasmamembran, wie sie z.B. durch 

polyvalente Immunkomplexe bewerkstelligt wird, zur Aktivitatsauslosung notwendig (Lin 

et al. 1994). Der Nachteil einer solchen Zellaktivierung mit unloslichen Immunkomplexen 

besteht in der Unmoglichkeit den individuellen Beitrag einzelner FcyR-Typen zur 

gemessenen Gesamtreaktion abzugrenzen, wenn - wie in imserem Fall (vgl. Kap. 3.1.2) - 

alle FcyyR-Formen auf HL-60 Zellen und Neutrophilen gleichzeitig exprimiert werden. 

Andererseits zeigen Untersuchungen von Brunkhorst et al. (1992), dali beide Rezeptor- 

typen, FcyRH und -HI, fur die voile ("burst"-)Aktivierung der Zellen unbedingt notwendig 

sind. Die spezifische RoUe des FcyRin ohne zytoplasmatische Domane ist dabei umstritten 

(Huizinga et al. 1989; Crockett-Torabi & Fantone 1990; Brunkhorst et al. 1992; Lin et al. 

1994; Ravetch 1994). Moglicherweise kommt ihm die RoUe eines "Auffangbeckens" zu, 

das zunachst die lokale Konzentration an Immunkomplexen auf der Zelloberflache erhoht, 

um dann bei erreichter Konzentrationsschwelle in einem Synergismus mit FcyRII die 

Reaktion auszulosen (Ravetch 1994). Andere Autoren (Hundt & Schmidt 1992 und 1992a; 

Edberg & Kimberly 1994; Hoffineyer et al. 1995) diskutieren dagegen den FcyRHI als 

einen eigenstandigen, voU flinktionsfahigen Rezeptor, der z.B. die Induktion des 

"respiratory burst" effektiver ausuben soil als der FcyRII. Dieser Widerspruch kann durch 

unsere Untersuchungen bisher nicht aufgelost werden. 

Alle FcyR besitzen daruber hinaus keine endogene Proteindomane mit PTK-Aktivitat, 

sondem sind mit einer zytoplasmatischen Struktur ausgezeichnet, die auch bei den 

Antigen-Rezeptoren der B- und T-Lymphozyten gefimden wird, und als "immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif (ITAM)" bezeichnet wird (Cambier 1995). Sie beziehen 

sich alle auf eine Proteinsequenz mit groBen Homologien zwischen verschiedenen Immun- 

rezeptor-Typen, die durch zwei Tyrosinreste charakterisiert sind, und die als Interaktions- 

orte fur zytosolische (1S[R)-PTK mit den FcyRI und -H identifiziert wurden (Cambier 1995; 

Greenberg 1995). Diese Assoziation zwischen dem "ITAM"-Motiv und PTK nach FcyR- 

"cross-linking" mit der nachfolgenden "Transphosphorylierung" der Tyrosin-Reste der 

"ITAMs" wird als das primare Ereignis der Signaltransduktion nach FcyR-Stimulation 

angesehen (Lin et al. 1994; Cambier 1995). Danach soil durch Umorientierung der src- 

PTK  die   Moglichkeit   der  Interaktion   der  phosphorylierten   Tyrosine   mit   anderen 
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Effektoiproteinen (z.B. FhCji und PI3-K; s. Kap. 4.2.3.2.3) geschaffen werden (Cambier 

1995). 

4.2.3.2.2 Bedeutung von Protein-Tyrosinkinasen und Phospholipase A2 

Entsprechend dieser Modellvorstellung flihrte eine Genistein-Behandlung unserer Zellen 

vor Stimulation mit Immunkomplexen in Ubereinstimmung mit fruheren Befunden (Delia 

Bianca et al. 1993) zu einer massiven Inhibition unseres chemoluminometrisch gemessenen 

Endpunktes. Daraus mufl die Beteiligung von PTK bei der Immunkomplex/FcyR- 

vermittelten "bursf'-Reaktion in Ubereinstimmung mit publizierten Befunden (Hundt & 

Schmidt 1992a; Durden & Liu 1994; Durden et al. 1994; Hof&neyer et al. 1995) abgeleitet 

werden. Im speziellen Fall der Aktivierung des FcyRI werden auch Ser/Thr-Kinasen 

diskutiert (Durden et al. 1994a), Die dafiir potentiell in Frage kommenden Kinasen wurden 

in unseren Neutrophilen/HL-60 Zellen als der Grappe der src-Kinasen angehorig, mit der 

Einengung auf^ identifiziert (s.o.). Ohne Messimg eines biologisch/klinisch relevanten 

Endpunktes haben Hamada et al. (1993) sowie Agarwal et al. (1993) berichtet, daB in 

Neutrophilen der FcyRII mit^-PTK assoziiert ist und mit ihm koprazipitiert werden kann, 

wahrend in HL-60 Zellen nach Stimulation der FcyRI oder -II die PTK p72*.J'* als Substrat 

identifiziert werden koimte. In IFN-y-induzierten U937 Zellen wurde schlieBlich neben 
p'j2syk (Durden et al. 1994) durch "cross-linking" des FcyyRI mit geeigneten Antikorpem 

zusatzlich die Beteiligung der NR-PTK hck und der MAPK bei der Auslosung der 

"respiratory bursf'-Reaktion gezeigt (Durden et al. 1995). Uber die weiteren Prozesse zur 

Aktivierung der NADPH-Oxidase konnte in dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden, 
insbesondere blieb die Option der MAPK-aktivierten PLA2 (Lin et al. 1993; s. Kap. 

4.2.3.1.3) als Ausloser der "burst"-Reaktion ganzlich unerwahnt. 
Eine solche PLA2-Aktivitat nach FcyyR-Stimulation/Phagozytose mufl allerdings emsthaft 

in Erwagung gezogen werden. Dafur sprechen neben unseren Befunden mit Immun- 
komplexen nach PKC-Blockade in Neutrophilen mit H-7 (vgl. Abb. 27) bzw. nach PLA2- 

Blockade mit Mepacrin oder PentoxifyUin (Ergebnisse nicht gezeigt) auch die in humanen 

Monozyten (Karimi & Lennartz 1995). Wahrend in unseren Untersuchungen beide 

Inhibitoren die durch Immunkomplexe ausgeloste NADPH-Oxidase-Aktivitat stark 

antagonisieren konnten, waren Karimi & Leimartz (1995) in der Lage, durch Inhibition von 

PKC-Aktivitat durch Staurosporin und Calphostin C sowohl die Phago:^ose IgG- 

opsonierter Erythrozyten wie die Freisetzung von Arachidonsaure zu unterdriicken, die von 
einer Ca-unabhangigen PLA2-Aktivitat ("ghagozytische" pPL) stammen soil. Aus der 

Gesamtbetrachtung dieser Ergebnisse laBt sich ein Signaltransduktions-"Pathway" ableiten, 

der ausgehend von FcyR-Stimulation/Phago^ose uber PKC und MAPK (s.o.) zur 
(c/p)PLA2-Aktivitat flShren konnte (Karimi & Lennartz 1995; unsere eigenen Ergebnisse). 
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4.2.3.2.3 Bedeutung von Proteinkinasen C, Phospholipase C und 

Phosphatidylinositol 3-Kinase 

Damit ist die Notwendigkeit gegeben, die Moglichkeit der Aktivierung von PKC nach Fey 

R-Stimulation aufzuzeigen. Hinweise daflir liefem die Untersuchungen von Kobayashi et 

al. (1995), die nach FcyR-Stimulation mit einem Immunkomplex aus Tetanus- 

Toxoid/humanem anti-Tetanus-Toxoid-IgG-Antikorper in Neutrophilen einen Genistein- 
inhibierbaren Anstieg der [Ca^+Jj aufzeigen konnten, die mit inhibierter Phagozytose 

einherging. Dieses Ergebnis sowie die Beobachtung, daiJ eine Ptdlns-abhangige PLCy^ in 

U937 Zellen nach deren FcyR-Stimulation phosphoryliert und dabei aktiviert wird (Liao et 
al. 1992), zeigen einen Weg der Stimulation von PKC iiber PTK-abhangige PLCyp 

Aktivitat mit der Freisetzung von DAG und Ca2+ in diesen Zellen auf. Unsere eigenen 

Daten mit Immunkomplexen nach Vorbehandlung der Zellen mit dem Antagonisten 

U73122 tragen mit einer ca. 50%igen Reduktion der "bursf'-Reaktion zur Erhartung dieser 

Befunde bei, konnen jedoch aufgrund der oben gefuhrten Diskussion um die Spezifitat der 

Substanz keinen endgiiltigen Beweis liefem. Auf diesem PLC-abhangigen Weg werden 

aber nur die DAG/Ca2+-abhangigen PKC-Isoenzyme der "klassischen" und "neuen" 

Gruppen (Lord & Pongracz 1995) aktiviert werden. Die Stimulation auch der "atypischen" 

PKC-Klasse (Lord & Pongracz 1995) kormte zusatzlich durch die Aktivierung von PI3- 

Kinasen moglich werden. 

Fiir deren Beteiligung an der FcyR-vermittelten "respiratory bursf'-Aktivitat sprechen 

sowohl unsere Ergebnisse als auch die Beobachtungen in PMA-induzierten U937 Zellen 

(Ninomiya et al. 1994). Unsere Untersuchungen mit den PI3-K-spezifischen Antagonisten 

Wortmaimin und LY294002 belegen mit jeweils deutlichen Hemmeffekten auf die 

hnmunkomplex-stimulierte "bursf'-Reaktion die Bedeutung von PI3-K-Aktivitat bei deren 

Auslosung. Diese Befunde passen sehr gut zu dem beobachteten Anstieg an PI3-K- 

Aktivitat in FcyR-stimulierten U937 Zellen, die zudem - als Beleg fur ihre eigene 

Aktivierung durch PTK-vermittelte Phosphorylierung an Tyrosinresten - mittels anti- 

Phosphotj^osin-Antikorpem immunprazipitierbar war (Ninomiya et al. 1994). Wortmaimin 

verhinderte zudem in diesem Modell komplett die Phagozytose IgG-opsonierter 

Erythrozyten. 

Aus der Gesamtsicht dieser Untersuchungen einschlieUlich der eigenen kann ein Signal- 

transduktionsweg der FcyR-vermittelten Aktivierung der "respiratory bursf'-Oxidase 

abgeleitet werden, der nach geeigneter Stimulation von FcyR durch "cross-linking" 

zunachst die Rekrutierung und Aktivierung von NR-PTK der 5rc-Familie beinhaltet. Deren 

Phosphorylierungsaktivitat an Tyrosinresten sowohl des "ITAM"-Motivs des Rezeptors als 
auch von jetzt am Rezeptor bindungsfahigen Enzymen (PLCyj und PI3-K; Nishibe et al. 

1990; Exley et al. 1994) schaffl die Voraussetzung fur die Signalweiterleitung zur 
Aktivierung von PKC-Enzymen. Dies kaim sowohl Ptdhis-abhangig iiber PLCyj-Aktivitat 

erfolgen ("klassische" und "neue" Isoformen) als auch durch PI3-K vermittelt durch 
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Stimulation "atypischer" Isoen^me mittels deren Produkte wie PtdIns(3,4,5)P3. PKC- 

Aktivitat kann schlieBlicli wie oben beschrieben direkt oder fiber MAPK zur Stimulation 
der Phospholipasen A2 sowie D mit der daraus resultierenden "bursf'-Reaktion fuhren 

(Abb, 49), Dieser Weg zeigt damit eine gewisse Verwandschaft mit der Signalweiter- 

leitung, die von Zytokinbindimg an entsprechende Rezeptoren ausgelost wird (Review: 

Kishimoto et al, 1994), 

Die Strahlenempfindlichkeit dieses Signaltransduktionsweges nach Stimulation der mit 5 

Gy bestrahlten Zellen mit Immunkomplexen (vgl. Abb, 25) war durch den Strefl einer 

zusatzlichen Inhibition von PI3-K-Aktivitat mittels Wortmannin (bis 100 nM) nicht 

steigerbar (Ergebnisse nicht gezeigt), Diese Beobachtung steht im Gegensatz zur vorge- 

stellten Empfindlichkeit der G-Protein-assoziierten PI3-K (Stephens et al, 1994; s, Kap, 

4,2,3,1,4) nach f-MLP-Stimulation der Zellen, eine Diskrepanz, die mit der Beteiligung 

verschiedener Isoenzyme der PI3-K (Hunter 1995a) in den unterschiedlichen Signaltrans- 

duktionspfaden (G-Protein- vs. PTK- bzw, PMA/PKC-vermittelt) erklart werden konnte, 

Deren genauere Charakterisierung muB allerdings zuktinftigen Experimenten vorbehalten 

bleiben. 

4.3 Zusammenfassung der diskutierten Signaltransduktionswege 

Abb. 49 zeigt in einer zusammenfassenden Darstellung die intrazellularen Signaltrans- 

duktionswege, wie sie sich nach Aktivierung der "respiratory bursf'-Oxidase mit den drei 

eingesetzten Stimuli unter besonderer Berucksichtigung der hier vorgestellten Daten sowie 

der publizierten Befimde in Neutrophilen/HL-60 Zellen ergeben, Danach verursacht die 

Stimulation der Zellen mit dem Chemotaxin f-MLP durch G-Proteine vermittelt die direkte 

Aktivierung einer Phospholipase Cp, einer Form von PI3-Kinase und vermutlich von NR- 
PTK. PLC(P)-Aktivitat stellt aus dem Substrat PtdhisP2 den ersten Lipid-2nd messenger, 

DAG, und InsP3 zur - z.T. durch Ca2+-Freisetzung unterstiltzen - Aktivierung von PKC- 

Isoenzymen vom "klassischen" bzw, "neuen" Typ bereit. Produkte von PI3-K-Aktivitat 

konnen als Aktivatoren von "atypischen" PKC-Isoenzymen ftingieren, Der Anstieg der 
[Ca2+]j schaffl; einerseits die Voraussetzungen fur die voile Aktivierbarkeit der 

Phospholipasen D und A2, andererseits wird mit der dabei erzielten Aktivierung von 

Proteinphosphatasen (Bengis-Garber & Gruener 1995) ein "Abschalter" von Aktivierungs- 

mechanismen durch Proteinkinase-Aktivitat betatigt. PKC-Aktivitat nach Stimulation mit 

f-MLP oder direkt mit Phorbolester, z.B. PMA, phosphoryliert einerseits Komponenten der 
"respiratory burst"-Oxidase an Serin-Resten als Voraussetzung flir deren Zusammen- 

fligbarkeit im aktiven Komplex an der Plasmamembran und ist auch anderseits bei der 
Aktivierung der PLD imd PLA2 sowie von MAPK beteiligt, PTK und PI3-K sind in die 

Regulation von PLD-Aktivitat mit einbezogen, Ein (nach NR-PTK-Stimulation) durch 
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f-MLP Oder Immunkomplexe Ras- und ^a/vermittelter MAPK-abhangiger "Pathway" 
(Worthen et al. 1994) tragt (zusammen mit PKC-Aktivitat) zur Stimulation von PLA2- 

Aktivitat bei. Beide Phospholipasen (D und A2) greifen auf PtdCho als Substrat zuruck und 

produzieren zwei weitere Lipid-"2nd messenger", PA und AA, Beide Lipide sind (auf 

unklare Art und Weise) bei der Aktivierung der Oxidase beteiligt und aktivieren aucli 

PKC-Isoenzyme. Phosphatitsaure und DAGs werden durch PPH- und DAG-K-Aktivitaten 

ineinander umgewandelt und bestimmen fiber ihre Relationen zueinander fiber das AusmaB 

der "respiratory burst"-Reaktion mit. 

Nach FcyR-Stimulation werden NR-PTK-vermittelt sowohl PI3-K- als auch PLCy-Enzyme 
aktiviert. Beide fiihren direkt fiber PtdIns(3,4,5)P3- ("atypische" Isoen^me) bzw. durch 

DAG-Produktion (+ Ca2+-Ionen, "klassische" und "neue" Isoen^me) aus PtdInsP2 zu 

PKC-Aktivitat mit den daraus folgenden Konsequenzen fur PLD-, PLA2- und MAPK- 

sowie NADPH-Oxidase-Aktivitaten. 

Die hier diskutierten Untersuchungen zeigen ein extrem komplexes Zusammenspiel vieler 

En^me und Metabolite, das in einem solchen relativ groben Schema (Abb, 49) in keiner 

Weise mit jedem Detail dargestellt werden kann. Die Komplexitat und Redundanz dieses 

Systems ist auf der einen Seite notwendig, um dem biologischen Auftrag der Immun- 

funktion des "respiratory burst" fur die Integritat des Gesamtorganismus voU gerecht 

werden zu konnen und um andererseits die Linie nicht zu fiberschreiten, welche die 

"biirst"-Reaktion der Neutrophilen zu einem gefflirlichen Aggressor flir ihre unmittelbare 

Umgebung mit daraus resultierenden pathologischen Konsequenzen werden lassen kann. 

Die Evolution hat dabei ein System hervorgebracht, das aufgrund seiner Redundanz auch 

ofifensichtlich relativ problemlos in der Lage ist, Fehlregulationen einzelner seiner 

Elemente zu kompensieren, und bei dem offensichtlich nur der funktionelle Totalausfall 

("Septische Granulomatose") oder die extreme Hyperreaktivitat der Zellen (z,B, beim 

"ARDS-Syndrom") zu klinischen Konsequenzen fflliren. 

4.4 Diskussion der Strahleneffekte auf die intrazellulare 

Signaliibertragung 

Ausfuhrliche Untersuchungen wie in der vorliegenden Form zur Strahlenwirkung auf 

Signaltransduktionswege sind praktisch nicht vorhanden. Unsere Experimente zur 

Signaltransduktion bei der Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase unter Bestrahlung 

erganzen imd erweitem die Befiinde anderer Arbeitsgruppen, welche Ende der 80er Jahre 

begannen, das (therapeutische) Potential von Kenntnissen zur intrazellularen Signal- 

transduktion zu erforschen. Dabei hat sich besonders die Chicagoer Gruppe um R,R. 

Weichselbaum (Hallahan et al. 1989 bis 1994b; Sherman et al. 1990; Weichselbaum et al. 
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1994) hervorgetan. Deren Ergebnisse belegen zusammen mit denen von Woloschak 

(Woloschak & Chang-Liu 1990; Woloschak et al. 1990) sowie denen von Uckun (Uckun et 

al. 1992 und 1993) und Meltz (Prasad et al. 1994 und 1995) in verschiedenen Modell- 

systemen (hamatopoetische und andere Zelltypen), dali wichtige Elemente der intra- 

zellularen Signaltransduktion auf z.T. kleine Dosen (< 1 Gy) ionisierender Strahlung 

reagieren konnen. 

Dabei zeigte sich zunachst die Stimulierbarkeit der PKCp auf mRNA-Niveau (Woloschak 

et al. 1990) sowie von PKC-Aktivitat (Hallahan et al. 1991), wobei die letztere eine extrem 

schnelle Kinetik aufwies und deshalb nur nach Bestrahlung mit sehr hoher Dosisleistung 

(mehrere Gy pro Sekvinde) beobachtet werden konnte (Hallahan et al. 1994b). Unsere 

Ergebnisse bestatigen grundsatzlich die Befunde zur Strahlenempfmdlichkeit von PKC- 

Aktivitat, konnen jedoch die Notwendigkeit der extrem hohen Dosisleistung zu deren 

Beobachtung nicht bestatigen und finden Effekte bereits bei 1 Gy/min (vgl. Kap. 4.2.3.1.1). 

hi der Fortfiihrung ihrer Experimente konnte die Weichselbaum-Gruppe dann die Modula- 

tion der Expression von Transkriptionsfaktoren (TF; Egr-1, c-Jun) durch hihibition von 

PKC-Aktivitat zeigen (Hallahan et al. 1991a und b), welche schlieBlich erlaubte, die zuvor 

beobachtete hiduktion von TNF-a auf mRNA-Niveau nach Bestrahlung von Sarkom- und 

Plattenepithelkarzinom-Zellmien (Hallahan et al. 1989) in einen Signaltransduktionsweg 

zu fassen (Hallahan et al. 1994). Nach diesem Modell (s.u.) verursacht die Bestrahlung die 
Oxidation von Bestandteilen der Plasmamembran (z.B. von PtdCho, "PtdChOox"), welche 

von PLA2-Aktivitat erkannt und unter Freissetzung von Arachidonsaure eliminert werden. 

A/i wird u.a. als direkter Aktivator von PKC-Isoenzymen der "atypischen" Gruppe 

diskutiert (Khan et al. 1995; Lord & Pongracz 1995), deren Aktivitat unter Benutzung der 

o.g. TF zu einer erhohten TNF-a-Synthese fUhren konnte (Hallahan et al. 1994): 

Bestrahlung ->^ PtdCho^^ -^^ AA -^^ PKC^^, ^-> TF -^-^ TNF-a 

^ I ^1^   I (Pentoxifyllm oder Mepacrin) 
PLA2 

hi Ubereinstimmung mit diesem Modell konnte durch hihibition von PLAj-Aktivitat 

bestrahlter HL-60 Zellen (10 Gy) mit auch in unserer Studie angewandten Antagonisten 

(Pentoxifyllin und Mepacrin) die Induktion von PKC-Aktivitat komplett und die 

Expression von TNF-a-mRNA wenigstens teilweise blockiert werden (Hallahan et al. 
1994). 

Aus den Arbeiten der Uckun-Gruppe (Uckun et al. 1992 und 1993) wird die Reaktivitat 

ernes weiteren Signaltransduktionsweges deutlich, der bereits nach Bestrahlung von Pra-B- 

Lymphozjten mit 2 Gy mit der Aktivierung von Protein-Tyrosinkinase(n) anspricht. Aus 

der Hemmbarkeit des Effektes durch Genistein oder Herbimycin A, die beide als spezifisch 
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fur PTK-Aktivitat angesehen werden (Akiyama et al. 1987, Fukazawa et al. 1991), kann 
die Beteiligung von PTK-Aktivitat abgeleitet werden. Der gemessene Anstieg von InsPj 

(Uckun et al. 1993) muB dann von einer PLC(y)-Aktivitat in der Signalubertragungs- 

kasdade herruhren (Liao et al, 1992; Kobayashi et al. 1995), welche durch DAG- und 
InsPj/Ca^+'Vermittelte Aktivierung von PKC(s)  der  "klassischen"  und/oder  "neuen" 

Isoenzym-Grappen (Lord & Pongracz 1995) die ebenfalls beobachtete Erhohung des 

Transkriptionsfaktors NF-KB erklaren konnte. 

Bei den e.g. Arbeiten wird zum ersten Mai ein ofifensichtlich zu verallgemeinemdes 

Prinzip deutlich, namlich, daB die Zelle auf (oxidativen) "StreB" unterschiedlicher Genese 
(ionisierende oder UV-Strahlung, HjOj, Phorbolester) mit einer relativ einheitlichen 

Reaktion, der Aktivierung von (Protein-Tyrosin)-Kinasen durch reaktive Sauerstofifspezies, 

antwortet. Diese Annahme belegen zusatzlich die Arbeiten von Stevenson et al. (1994; fur 

MAPK), Kharbanda et al. [1995 (fur c-^6l-Tyrosinkinase) und 1995a; fur StreB-aktivierte 

Protein (SAP)-Kinase und PI3-K]. Interessanterweise ist die durch ionisierende 

Bestrahlung induzierte Aktivierung der SAP-Kinase in Ataxia teleangiectasia (AT)-Zellen 

(siehe dazu Kap. 4.5.1) offensichtlich defekt (Shafinan et al. 1995). DaB die Geschehnisse 

an den Elementen der intrazellularen Signalubertragung ohne Beteiligung des Zellkemes 

ablaufen konnen, verdeutlicht der strahleninduzierte Anstieg des relativ neu entdeckten 

"2nd messengers" Ceramid (Haimovitz-Friedman et al. 1994) als Produkt des TNF-a- 

aktivierten Sphingomyelin/Sphmgomyelinase-"Pathways" (Schiitze et al. 1992; Wiegmann 

et al. 1994; Fuks et al. 1995) ebenso wie die UV-induzierte Aktivierung von NF-KB 

(Devary et al, 1993) in Zellkem-freien Membran- bzw. Zytoplastenpraparationen. 

SchlieBlich belegen die Ergebnisse von Boothman (Boothman et al. 1989 und 1994) die 

Induktion einer Vielzahl groBtenteils bisher uncharakterisierter Proteine durch Bestrahlung 

("XEPs, X-ray-induced proteins"), hi vielen experunentellen Ansatzen, welche die 

Induktion des Transkriptionsfaktors NF-KB (Prasad et al. 1994) oder von Protoonkogen- 

Produkten (c-Jun, c-Fos), die als Transkriptionsfaktoren wirken, durch niedrige Dosen 

(0,25 - 2 Gy) aufzeigen (Martin et al. 1993; Prasad et al. 1995), kann diese durch 

Vorbehandlung der Zellen mit Antioxidanzien wie N-Acetyl-L-Cystein verhindert werden 

(Mohan & Meltz 1994). Daraus hat sich das Konzept der reaktiven Sauerstoffspezies als 

wichtige SignaltibertragungsmolekUle fur vielerlei zellulare Antworten entwickeh (Khan & 

Wilson 1995). 

Mehr das eigene Modell betreffend, zeigen Arbeiten aus der Dritschilo-Gruppe (Avila et al. 

1993), daB PLD-Aktivitat offensichtlich in manchen Modellen auf Bestrahlung reagiert. 

Die Regulation der PLD-Aktivitat bei der Stimulation der "respiratory burst"-Reaktion 

(durch PKC, PI3-K und PTK) ist deshalb auch zuvor (vgl. Kap. 4.2.3.1.4) so ausfiihrlich 

besprochen worden. Zwar finden wir in unserem System bisher keinen direkten Hinweis 

auf eine besondere Strahlenempfindlichkeit der vermuteten PLD-Aktivitat, die HPLC- 
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Analysen der extrahierbaren Lipide aus HL-60 Zellen und Neutrophilen zeigen jedoch die 

Modulierbarkeit des DAG-Gehaltes dieser Zellen alleine durch Strahlendosen < 5 Gy (vgl. 

Abb. 47). Welche Enzymaktivitat(en) (PLD, PPH, DAG-K, Ptdlns-PLC, PtdCho-PLC, s. 

Kap. 4.2.3) fiir den beobachteten temporaren Abfall des DAG-Gehaltes nach Bestrahlung 

verantwortlich ist (sind), konnen unsere Analysen derzeit nicht entscheiden. Die Daten von 

Avila et al. (1993) belegen jedoch in der relativ strahlenresistenten Plattenepithelkarzinom- 

Zellinie, SQ-20B (Weichselbaimi et al. 1988), daB bereits eine klinisch-relevante y-Dosis 

von 2 Gy zu einer Aktivierung der PLD Miren kann. Der Befund basiert auf der 

Freisetzung radioaktiv markierter Produkte von PLD-Aktivitat (Cholin, PA, und Ptd- 

Ethanol). Die Autoren schlagen deshalb das Enzym als neues Target ionisierender 

Strahlung vor, dessen Aktivitat bei der Erarbeitung von ProtokoUen zur Risikoabschatzung 

im Strahlenschutz einbezogen werden konnte (Avila et al. 1993). Dariiber hinausgehend 

konnte diese Arbeit jedoch keitien eigenen Beitrag zur Aufklarung des Aktivierungs- 

mechanismus der PLD leisten. Unter Berucksichtigung des oben Gesagten zur 

Aktivierbarkeit von PLD durch PKC-Fomien (vgl. auch Billah & Anthes 1990) und der 

erst kiirzlich beobachteten Induktion und Phosphorylienmg von PKCa durch vergleichbar 

niedrige Dosen (0,75 Gy und 1,5 Gy) in V79 Zellen (Hasan et al. 1996), kann auch im Falle 

der SQ-20B Zellen uber einen derartigen PKC(a)-abhangigen PLD-Aktivierungs- 

mechanismus in bestrahlten Zellen spekuliert werden. 

Auch DAG-K-Aktivitat hat sich in unserem Modell bestrahlter HL-60 Zellen (2 Gy am Tag 

0 mit Messung des "respiratory burst" an den Tagen 5 bis 6 nach DMSO-Induktion) 

erstmals als strahlenempfmdlich erwiesen. Dieser Befund stiitzt sich auf die Beobachtung 

eines durch Vorbehandlung der Zellen mit R59 022 verstarkbaren Strahleneffektes auf die 

PMA-, jedoch nicht auf die f-MLP-induzierte "burst"-Antwort, mit einer veranderten 

Kinetik und einer durch R59 022 zusatzlich reduzierten Gesamtaktivitat der "burst"- 

Reaktion (Abb. 45). Fiir DAG-K als direktes Target ionisierender Strahlung gibt es bisher 

keine Hinweise in der Literatur. Ein Erklarungsversuch fur die beobachteten Effekte 

bezieht deshalb das Sphingolipid Ceramid als moglichen physiologischen Inhibitor fur 

DAG-K (s. Kap. 4.2.3.1.6; Younes et al. 1992) mit ein. Ceramid wird nach geeigneter 

Stimulation von Zellen durch Sphingomyelinase-Aktivitat aus Sphingomyelin freigesetzt 

und soil eine "2"^^ messenger"-Funktion erfuUen (Schiitze et al. 1992 und 1994; Wiegmann 

et al. 1994). 

Ein Anstieg der zellularen Ceramid-Konzentration wird auch nach Bestrahlung beobachtet 

und bisher praktisch ausschlieBlich im Zusammenhang mit der Signaliibertragung zur 

Induktion von (PKC-vermittelter) Apoptose diskutiert (Haimovitz-Friedman et al. 1994 

und 1994a; Kolesnick et al. 1994; Fuks et al. 1995). Diese Ceramid-Freisetzung erfolgt 

ohne Beteiligung des Zellkems, da sie auch in kemfreien Membranpraparationen 

beobachtet wird (Haimovitz-Friedman et al. 1994; Fuks et al. 1995). Strahleninduzierte 
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Ceramid-Freisetzung koraite somit in unserem System ilber die Inhibition der DAG-K zu 

einer verstarkten PKC-Aktivienmg fuhren, die - ahnlich einer chronischen PMA- 

Behandlung - eine (teilweise) Depletion von PKC-Aktivitat verursachen konnte. Unter der 

weiteren Voraussetzung, daB diese Depletion mehrere Tage bis zur Messung der "burst"- 
Antwort der bestrahlten HL-60 Zellen fortbesteht, konnte der beobachtete temporare 

Einbrach der Aktivitat bestrahlter Zellen 30 - 40 min nach PMA-Stimulation eine mogliche 

Erklanmg finden. Zusatzliohe Vorbehandlung dieser Zellen mit dem DAG-K-Antagonisten 

wurde in dieser Hypothese - in Ubereinstimmung mit den Daten der redicierten Aktivitat 

wahrend der fruhen Stimulationsphase (< 30 min; vgl. Abb. 45) - den vermuteten Strahlen- 

/Ceramid-Effekt weiter verstarken. 
Altemativ wird Ceramid auch als Aktivator von Proteinphosphatasen vom Typ 2A 

diskutiert (Dobrowsky & Hannun 1993; Dobrowsky et al. 1993; Wong et al. 1995), die 

durch "Okadaic acid" inhibierbar sind (Ding & Badway 1992; Garcia et al. 1992; Lu et al. 

1992; Djerdjouri et al. 1994; s. Kap. 3.2.5.2). Unsere Untersuchungen mit diesem Antago- 

nisten von Typ 2A-Phospliatasen haben eine starke Serin-/Threonin-Proteinphosphatase- 

Aktivitat in Granulozyten/HL-60 Zellen nachgewiesen. Da diese Enzymaktivitat gnmd- 

satzlich in der Lage ist PKC-Aktivitat zu antagonisieren, sind die Beobachtungen nach 

PMA-Stimulation der bestrahlten Zellen moglicherweise auch durch eine Ceramid- 

vermittelte Modulation von PPase-Aktivitat erklarbar. Entsprechende Experimente zur 

Uberprttfiing beider Hypothesen sind angelaufen. 

Unsere Ergebnisse erweitem somit die o.g. Beftmde und fugen mit dem veranderten DAG- 
Gehalt der Zellen nach Bestrahlung sowie der aufgezeigten Strahlenempfindlichkeit von 

DAG-K- und PI3-K-Aktivitaten weitere Elemente der intrazellularen Signaltransduktion in 

die obige Auflistung strahlensensitiver Komponenten des Zytoplasmas/der Zellmembran 

ein. 

4.5 Ausblick 

4,5.1 Phosphatidylinositol 3-Kinasen - ein neues Zentrum strahlenbiologischer 

Forschung? 

Mit der aufgezeigten Strahlenempfindlichkeit einer Isoform der PI3-K (pUOy) ist in 
Neutrophilen ein mogliches neues Zentrum strahlenbiologischer Forschung identifiziert 

worden. PI3-Kinase-Aktivitat ist in allerjungster Zeit fur die Strahlenbiologie aus zwei 

Griinden besonders interessant geworden. 1) Im Juni 1995 publizierten Savitsky et al. 

(1995) ihre Befunde, daB eine Mutation des sog. "ATM"-Gens vermutlich alleine fur die 

autosomal rezessiv vererbte Krankheit der Ataxia teleangiectasia verantwortlich ist, und 
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daii das Protein-Produkt dieses Gens eine Domane enthalt, die groUe Ahnlichkeit mit 

mehreren bekannten PI3-Ks aus Hefen und Saugem besitzt. 2) Im Dezember 1995 wurden 

auch fur die humane DNA-aktivierte/abhangige Proteinkinase (DNA-PK), die bei der 

Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen entscheidend beteiligt sein soil (Blunt et al. 

1995; Kirchgessner et al. 1995; Lees-Miller et al. 1995), Homologien mit der katalytischen 

pi 10-UE von PI3-K des Menschen und aus Hefen berichtet (Poltoratsky et al. 1995). 

AT-Zellinien sind aufgrund ihrer Strahlenempfindlichkeit, vermutlich wegen eines Repara- 

turdefektes, bereits schon seit einiger Zeit ein beliebtes und relativ gut analysiertes Modell 

in der strahlenbiologischen Forschung (Hall 1994). Sie sind durch Chromosomen- 

aberrationen und Verlust der "Checkpoints" fur DNA-Schaden im Zellzyklus gekenn- 

zeichnet (Houldsworth & Lavin 1980; Painter & Young 1980; Beamish & Lavin 1994; 

Beamish et al. 1994; Hunter 1995). 

Beim homo- oder heterozygot betroffenen Menschen (weltweite Inzidenz 1 : 40.000 bis 1 : 

100.000; Gatti et al. 1991) geht die Mutation des ATM-Gens neben den o.g. genetischen 

und Zellzyklus-Effekten mit schweren zellularen und humoralen Immundefizienzen und 

Pradispositionen ftir Krebserkrankungen einher (Savitsky et al. 1995). Diese klinisch 

relevanten und lebenverkiirzenden Defekte konnten sich angesichts der jetzt bekaimt 

gewordenen Zusammenhange als die Auswirkungen einer fehlerhaften intrazellularen 

Signaltransduktion, die von PI3-Kinase-Aktivitat abhangt, erweisen (Savitsky et al. 1995). 

PI3-K stellen nach derzeitigem Keimtnisstand eine Familie mit 11 Mitgliedem dar (Hunter 

1995a). Als gemeinsames Erkermungsmerkmal wurde bisher der heterodimere Aufbau aus 

einer regulatorischen Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 85 kDa (p85-UE) 

sowie einer intrinsisch-katalytischen pi 10-UE angesehen (Carpenter et al. 1990; Hunter 

1995a). Die Arbeiten von Stoyanov et al. (1995) demonstrieren jedoch mittlerweile 

Abweichungen von diesem Muster, indem in humanen Zellen eine G-Protein-assoziierte 

PI3-K (pllOy) charakterisiert werden kormte, die nicht mit einem p85-Protein interagiert 

(vgl. Kap. 4.2.3.1.4). Im Dimer fungiert die p85-UE nach ihrer Rekrutierung an die 

Plasmamembran auch als Adaptor-ahnliches Molekul fiir die pi 10-UE und bindet iiber ihre 
SH2 ("^rc homology")-Protein-Domanen in Wachstumsfaktor-aktivierten Signalubertra- 

gungsvorgangen an phosphorylierte Tyrosin-Reste in Rezeptor- und NR-PTK (Brugge 

1993; Kapeller & Cantley 1994; Heldin 1995). Sie wird dabei an einem Serinrest (Ser-608) 

autophosphoryliert, was zu ihrer Inaktivierung ftihrt (Carpenter et al. 1993; Dhand et al. 

1994). hi humanen Monozyten wurde auBerdem eine M-CSF-induzierte Phosphorylierung 

an einem Tyrosinrest der p85-UE (pY-408) identifiziert, die als Bindungsstelle ftir eine 
SH2-Domane des Adaptormolekiils Grb2 ("growth factor binding protein-2") fungiert 

(Saleem et al. 1995). Uber die Assoziation des PI3-K/Grb2-Komplexes mit dem 

"Guaninnukleotid-Austauschprotein Sos" ("son-of-sevenless") besteht die Moglichkeit der 
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Signaltransduktion vom Wachstumsfaktor in einen ^as-abhangigen "Pathway" (Saleem et 

al. 1995), der zu einer modulierten Genexpression flihren konnte (Khosravi-Far & Der 

1994; Kishimoto et al. 1994; Marshall 1995), 

Daruber hinaus sind PD-K dutch ihre duale Kinase-Aktivitaten, sowohl Sk die 3'-Position 

des Mositolrings in Ptdlns als auch flir Serin-Reste in Proteinen, die beide durch 

Wortmannin hemmbar sind, ausgezeichnet (Lam et al. 1994; Dhand et al. 1994; Hunter 

1995a). Sie stellen dadurch ideale "Kupplimgsstellen" zwischen verschiedenen Signal- 

transduktionswegen dar, emerseits zwischen Wegen, welche die Signalweitergabe mittels 

Phosphorylierangen an Proteinen ausfuhren ("MAP-Kinasen-Pathway"), und andererseits 

zwischen solchen, die zur Mormationsweiterleitung Lipid-"2nd messenger" benotigen 

(PKC-abhangige), Konkret werden die Lipidprodukte der PI3-K als in vivo-(Ko)aktiva- 

toren sowohl der "neuen" PKC-Isoenyzme 5, e und ti als auch der "atypischen" (Q 

diskutiert (Nakanishi et al. 1993; Toker et al. 1994; Lord & Pongracz 1995); weitere 

Effektoiproteine fiir PtdIns-3'-Phosphat-Verbindungen sind - mit Ausnahme der Bindung 
von Ptdhis(3,4,5)P3 an die p85-UE der PD-K selbst (Rameh et al. 1995) - derzeit nicht 

bekannt (Hunter 1995a). Sie werden anscheinend auch nicht metabolisiert und stellen 

damit eine eigene, neue Klasse an Lipid-"2i»«i messenger" dar (Fry 1994; Kapeller & 

Cantley 1994). 

Das Vorhandensein von PI3-K-Aktivitat von Neutrophilen ist erst in jiingerer Zeit bekannt 

geworden (Arcaro & Wymann 1993; Stephens et al. 1994; Vlahos et al. 1994 und 1995). 

Unsere Ergebnisse bestatigen und erweitem diese Befimde. In unserem Modell der 

Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase in Neutrophilen und zu Neutrophilen- 

ahnlichen induzierten HL-60 Zellen ist PI3-K-Aktivitat in jedem der drei naher charakteri- 

sierten Signaltransduktionswege beteiligt (s. Kap. 4.2 und Abb. 49). Dabei zeigen sich zum 

ersten Mai Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit dieser drei Aktivitaten, Wahrend 

die G-Protein-vermittelte PI3-K-Aktivitat (Stephens et al. 1994; Stoyanov et al. 1995) nach 

Stimulation des f-MLP-Rezeptors und Inhibition des En;^ms mit niedrigen Konzentra- 

tionen (nM-Bereich) an Wortmannin (oder LY294002) sich als strahlenempfindlich erwies, 

war nach PMA-Stimulation oder nach Aktivierung der Oxidase tlber FcyR in Wortmannin- 

vorbehandelten Zellen kein besonderer Strahleneffekt feststellbar. 

Aus der bekannten StrahlenempfindUchkeit der AT-Zellen (s,o.) und den jetzt nachge- 

wiesenen Zusammenhangen zwischen deren Gendefekt und PI3-K-Aktivitat liefl sich die 

BeeinflulJbarkeit der Strahlenempfindlichkeit normaler Zellen durch Inhibition von PI3-K 

ableiten. Entsprechende, aber vorlaufige eigene Experimente mit HeLa-Zellen, die 15 min 

vor Bestrahlung mit 10 |iM LY294002 behandelt wurden, belegen bereits die strahlen- 

sensibilisierende Wirkung der PI3-K-Inhibition (Ergebnisse nicht gezeigt). In Uberein- 

stimmung mit den Befiinden nach allerdings hohen Konzentrationen (bis 100 \iM) an 

Wortmaimin (Price & Youmell 1996), die Zweifel an der Spezifitat der Inhibitorwirkung 



4. Diskussion 135 

aufkommen lassen (s. Kap. 4.2.3.1.4), wird eine Reduktion der iiberlebenden Fraktion bei 

Dosen > 3 Gy um ca. den Faktor 2 im Klonogenitatstest gefunden. 

Pharmakologische Eingriffe in PI3-K-Aktivitat bieten also die Option der Modulation von 

Strahlensensitivitat und ergeben evtl. dadurch eine ganz neue Arbeitsrichtung in der strah- 

lenbiologischen Forschung. Das hier vorgestellte HL-60 Modell konnte sich dabei als sehr 

gut einsetzbar erweisen. Die Zellen sind durch das Vorhandensein von PI3-K-Aktivitaten 

mit unterschiedlichen Strahlensensitivitaten gekennzeichnet. Die PI3-K-Isoformen konnen 

durch verschiedenartige Stimuli selektiv angesprochen werden. Dazu zahlen heterotrimere 

G-Protein-assoziierte Agonisten (Formylpeptid oder Zytokine wie IL-8) ebenso wie 

Integrin- oder FcyR-Liganden, die (Nichtrezeptor)-Tyrosinkinasen vermittelt die Zellen 

aktivieren. 

Mit der "respiratory bursf'-Reaktion differenzierter HL-60 Zellen sowie der intrinsischen 

Bereitschaft von HL-60 Zellen zur Apoptose sind daruber hinaus relativ gut meBbare 

biologische Endpunkte als KontroUen fur erfolgreiche Signaltransduktionsprozesse 

vorhanden. Die HL-60 Zellen konnen zu unterschiedlichen Zeiten entlang der induzierten 

Reifimg (zu Neutrophilen-ahnlichen Zellen) bestrahlt werden, wodurch neben den Akut- 

effekten auch die genetischen Manifestationen von Strahlenwirkung auf die Signaltrans- 

duktion in diskreten Progenitorstadien der spaten Myelopoese meBbar werden. Aufgrund 

der jijngsten Erkenntnisse iiber die Zusamomenhange zwischen dem genetischen Defekt der 

Ataxia teleangiectasia und der vermutlich fehlenden/unzureichenden Aktivitat von PI3- 

Kinase(n) liefien sich HL-60 Zellen unter Verwendung von PI3-K-Antagonisten oder mit 

Hilfe der "Antisense"-Technik (Crooke 1995) in einen (voriibergehenden) AT-ahnlichen 

Zustand iiberfiihren, an dem z.B. die Effektivitat einer Substitutionstherapie durch PI3-K- 

Produkte auf die Strahlenempfmdlichkeit iiberpruft werden koimte. Der EinfluB dieser 

Verbindungen auf die Manipulationsfahigkeit der Zellen zu hoherer oder niedrigerer 

Empfindlichkeit oder auch auf die Apoptosebereitschaft koimte getestet werden. PI3-K- 

Produkte koimten in einem solchen Modell als sog. "biological response modifier" ahnlich 

den Strahlenschutzsubstanzen oder den "hypoxic sensitizer" (Hall 1994) in der experimen- 

tellen Strahlentherapie fungieren. Ein besseres Verstandnis der intrazellularen Signaltrans- 

duktionsprozesse, die moglicherweise die Neigung zur Apoptose bedingen, kormte zur 

gezielten Modulation apoptotischer Prozesse in der Therapie maligner Tumoren beitragen. 

4.5.2 Bedeutung der Kenntnisse uber die Strahlenempfindlichkeit von PKC fur 

zukunftige Therapieansatze 

Uber die zuvor (Kap. 4.5.1) zu PI3-K gemachten Ausfiihrungen hinaus, bestatigen unsere 

Befunde zur Strahlenempfmdlichkeit von PKC-Aktivitat die Notwendigkeit sich mit der 
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Regulation dieser Enzymfamilie auseinander zu setzen. Da PKC-Aktivitat eine zentrale 

Rolle bei der Regulation sehr vieler zellularer Prozesse wie Proliferation und Differen- 

zierung, beigemessen wird, beschaftigen sich einige Arbeitsgrappen mit der (Fort)- 

Entwickung von Miibitoren von PKC-Isoenzymen (Budworth & Gescher 1995; Grunicke 

1995; Ikegami et al. 1995; Lord & Pongracz 1995). Die beiden letztgenannten Autoren 

flihren neben Krebs eine ganze Reihe von weiteren Erkrankungen auf, die mit veranderter 

PKC-Aktitvitat und -Isoenzymexpression einhergehen, Dazu zahlen immunologische 

Krankheiten wie AIDS, ebenso wie zystische Fibrose, Alriieimer'sche Krankheit, Psoriasis 

und Diabetes (Lord & Pongracz 1995). Dmen alien gelten die Bestrebungen durch 

pharmakologische Modulation von PKC-Aktivitat in der Therapie regulierend 

einzugreifen. 

Dazu gehoren auch die Untersuchungen von Robinson et al. (1995), die einen moglichen 

physiologischen Inhibitor von PKC, Alkylglycerol, ein Metabolit des Phospholipid- 

StofiEwechsels, als ein antineoplastisches Agens diskutieren. Die Konzentration dieser 

Substanzklasse ist ebenfalls durch ionisierende (und UV)-Bestrahlung von dififerenzierten 

HL-60 Zellen modulierbar (Ergebnisse in emer Dissertation; Schade 1996; vgl. auch Kap. 

3.3). Die Bedeutimg der Veranderungen der Alkylglycerole nach Bestrahlimg fur die 

Regulation von PKC-Aktivitat ist voUig unklar und konnte im HL-60 Modell, das mit den 

vorgestellten Daten fur derartige Analysen etabliert wurde, weiter untersucht werden. 

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Untersuchungen die grundsatzliche 

Strahlenempfmdlichkeit von zellularen Targets auBerhalb des Zellkems. Die intrazellulare 

Signaltibertragung, tiber deren bereits jetzt ungeheure Komplexitat unser Wissen praktisch 

taglich zunimmt, wird dabei nach Bestrahlung nur von wenigen Arbeitsgrappen weltweit 

untersucht. Das tiefere Verstandnis dieser Prozesse koimte jedoch die Grundlage fiir die 

Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze bilden. 
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5. Zusammenfassung 

Die Prozesse, welche zur Weiterleitung extrazellular auftreffender Signale durch die 

Plasmamembran und das Zytosol ggf. bis in den Kem fiihren, stehen derzeit weltweit im 

Zentmm vieler biomedizinischer Forschungsrichtungen. Vom detaillierten Studium dieser 

sog. intrazellularen Signaltransduktionsablaufe erwartet man die Identifikation neuer 

Angriffspunkte fur eine chemische und physikalische Intervention als Ansatze fur eine 

kausal-orientierte Therapie. Dieser Ansatz erscheint insbesondere auch fiir onkologische 

Erkrankungen von Interesse, da die Entstehung und Ausbreitung der Tumorerkrankung als 

eine Fehlregulation von Signalubertragungen aufgefaBt werden kann. Uber die BeeinfluB- 

barkeit der Signaltransduktionskaskaden durch ionisierende Strahlung liegen bisher nur sehr 
v^enige Daten vor. 

Der Intermediarstoffwechsel von Zellen gait lange Zeit als ausgesprochen unempfmdlich 

gegenuber kleineren Strahlendosen, W'IQ sie z.B. bei der fraktionierten Strahlentherapie 

angewandt werden. Erst in den letzten Jahren ergaben sich Hinweise, dal3 neben dem 

klassischen Target ionisierender Strahlung, der DNA des Zellkems, auch Prozesse im 

Zytosol und an der Plasmamembran strahlenempfmdlich reagieren konnen. 

Unsere Untersuchungen zur Wirkung ionisierender Strahlung auf die intrazellulare Signal- 

transduktion erfolgten ex vivo an frischen humanen neutrophilen Granulozyten des 

peripheren Blutes sowie in vitro an der etablierten Leukamie-Zellinie HL-60. Diese 

permanente Zellinie wird iiblicherweise als Promyelozyten-artig eingestuft. Sie zeigt im 
Klonierungstest mit einem Dg-Wert von ca. 0,6 Gy und einer Dq von 0 Gy eine Radio- 

sensitivitat, welche der humaner hamatopoetischer Progenitorzellen sehr ahnlich ist und 

dient daher als Modell fur Untersuchungen der Strahlenwirkung auf diesen Zelltyp. 

Die Zellinie ist durch ihre hiduzierbarkeit zur Differenzierung zu alien myeloischen Zell- 

formen besonders gekennzeichnet. Der hier verwandte Liduktor, Dimethylsulfoxid (DMSO), 

fiihrt innerhalb von ca. einer Woche zur Differenzierung der HL-60 Zellen zu Neutrophilen- 

ahnlichen Zellen. Die dabei ablaufenden Prozesse und deren BeeinfluBbarkeit durch 

Bestrahlung wurden charakterisiert. Die Periode der Differenzierung ist gekennzeichnet 

durch den Verlust der Proliferationsfahigkeit sowie der Auspragung von Differenzierungs- 
merkmalen auf verschiedenen Ebenen. 

1) Die hiduktion der Differenzierung initiiert die Expression von Oberflachenantigenen aus 
der Gruppe der p2-Integrine der Adhasionsmolekiile (CDl Ib/CDl lc-CD18-Komplexe), von 

Rezeptoren fur bakterielle Lipopolysaccharide (CD14) sowie fiir ein Chemotaxin, das 

formylierte Tripeptid f-MLP (Formylpeptid-Rezeptor). Bestrahlung undifferenzierter HL-60 

Zellen mit Dosen von 1 Gy erhoht 2 - 4 Tage nach hiduktion der Differenzierung durch 

DMSO-Behandlung   den   Anteil   Antigen-ZRezeptor-positiver   Zellen   an   der   Gesamt- 
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population Epitop-abhangig um 15 - 25%, was auf einen strahleninduziertenZ-unterstiitzten 

DifferenzienmgsprozeB hindeutet. 

2) Nach Differenziemng der HL-60 Zellen mit DMSO entspricht die erworbene Fahigkeit 

zur Phagozytose ca. 60% der Kapazitat reifer neutrophiler Ciranulozyten. 

3) Im Rahmen der Differenziemng kommt es zu molekularen Prozessen unter Einbeziehung 

der P-Actin-Komponente des Zytoskeletts, die es der Zelle erlauben, auf geeignete exogene 

Stimuli mit einem "respiratory burst" zu antworten. Sowohl die Regulation der Trans- 

kription als auch der Translation des P-Actins wurden als strahlensensibel (7 1 Gy) 

identifiziert. 

4) Die Differenzierung der HL-60 Zellen beinhaltet femer die Fahigkeit, auf eine Aktivie- 

rung durch Phorbolester mit einer Verdoppelung von Proteinkinase C-Aktivitat zu reagieren. 

Die Isoen^me der Proteinkinase C mttssen zur voUen Aktivierbarkeit entlang einem 

fiuiktionsffliigen Zytoskelett aus dem Zytosol an die Plasmamembran "translozieren", in die 

aus Phospholipase-Aktivitat stammende Lipidmetabolite (Diacylglycerole, DAG) 

eingelagert sind. Sowohl die PKC-Aktivitat als auch ihre Translokationsffihi^eit wurden 

durch Bestrahlung der HL-60 Zellen mit 1 Gy reduziert, was einen Erklarungsansatz fiir die 

signifikante radiogene Verminderung der "respiratory burst"-Aktivitat nach PMA- 

Stimulation bietet, 

5) Durch pharmakologische Antagonisierung von PKC-Isoen^men (mit Staurosporin oder 
H-7), durch Inhibition der Phospholipasen C und A2 (mit U73122 und D609 bzw. Mepacrin 

oder PentoxifyUin) und durch Inhibition von Proteintyrosin-Kinasen (mit Genistein oder 

Herbimycin A) laBt sich die Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase unterdriicken. 

6) Die Inhibition von Proteinphosphatasen (durch Ortho-Vanadat fur Proteintyrosin- 

Phosphatasen oder "Okadaic acid" flir ProteinserinZ-threonin-Phosphatasen) verstarkt die 

f-MLP-induzierte "respiratory burst"-Aktivitat bis zu 300%, Dies unterstreicht die 

Bedeutung der Proteinphosphatasen fur die Balancierung der Oxidase-Aktivitat. 

"Respiratory burst"-Aktivitat von Phagozyten ist ein essentielles Element der unspezifischen 

hnmunantwort, deren Dysfunktion mit bekanntermaBen schwerwiegenden Erkrankungen 

wie der "Septischen Granulomatose" einhergeht. 

7) Fur das AusmaB der Reaktion ist auch die Balance zwischen den antagonistisch 

wirksamen, DAG imd Phosphatitsaure metabolisierenden Enzymen, der DAG-Kinase und 
der Phosphatidyl-Phosphohydrolase (PPH), von Belang. 

8) Der DAG-Gehalt differenzierter, aber unstimulierter HL-60 Zellen und von Zellen nach 

f-MLP-Stimulation wird durch Bestrahlung mit 5 Gy kurzfristig (< 60 min) um bis zu 50% 

reduziert. DAG wird eine zentrale Bedeutimg als physiologischer Lipid-"2°d messenger" bei 
der Stimulation von PKC-Isoenzymen zugeschrieben. 

9) Unter zusatzlicher Antagonisierung mit dem Kinase-Miibitor R59 022 erwies sich auch 

die DAG-Kinase-Aktivitat differenzierter HL-60 Zellen nach PMA-Stimulation als sensibel 
gegenuber einer Bestrahlung mit 2 Gy. 
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10) Die blockierte Metabolisienmg von Phosphatitsaure durch Propranolol verachtfachte 

den "respiratory burst", was auf eine direkte "l"'^ messenger"-Fvinktion dieses Lipids bei der 

Zusammenflihrung und/oder Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes hinweist. 

11) Die durch FcyR-Stimulation aktivierte "respiratory burst"-Reaktion von Granulozyten ist 

strahlensensibel. Die Bestrahlung der Zellen mit 5 Gy unmittelbar vor der Stimulation 

reduziert die "burst"-Reaktion um bis zu 40%. 

12) Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI 3-K)-Aktivitat ist bei alien drei untersuchten Signal- 

transduktionswegen der Zellen (nach Stimulation mit PMA, f-MLP oder Immunkomplexen) 

beteiligt. Bestrahlung von Granulozyten mit 5 Gy verstarkt bei f-MLP-Stimulation den 

inhibitorischen Effekt von Wortmannin auf PI3-K-Aktivitat und identifiziert damit die 

pllO(y)-Untereinheit der PI3-K-Aktivitat dieses "Pathways" als strahlenempfmdlich. 

Zusammenfassend wirkt ionisierende Strahlung auf wenigstens vier eindeutig definierte 

Elemente der intrazellularen Signaltransduktion, die bei der Regulation des "respiratory 

burst" beteiligt sind: PKC-, DAG-K-, PI3-K-Aktivitaten und DAG-Gehalt sowie - bisher 

ohne exakte Lokalisierbarkeit im "Pathway" - auch auf die FcyR-stimulierte Reaktion. 

Die Analysen zur Aktivierung der "respiratory burst"-Oxidase weisen insgesamt auf ein 

auBerst komplexes Geschehen mit sehr vielen Quervemetzungen, Ruckkopplungen und 

Parallelschaltungen hin. Unsere Befunde ohne Bestrahlung bestatigen die zuvor bekannten 

groben Verlaufe der Signaltransduktionswege zur Aktivierung der Oxidase. Sie erharten im 

Detail hypothetisierte Sequenzen von Elementen der Signalweiterleitung (z.B. Zusammen- 

wirken von PTK-/PI3-K-/PLD-Aktivitaten) und unterstreichen die Bedeutung anderer 

Elemente (z.B. DAG-K-, PPH- und PI3-K-Aktivitaten) bei der Regulation des "burst". 

Die Ergebnisse nach Bestrahlung der Zellen mit relativ kleinen Strahlendosen (< 5 Gy) 

weisen in eine vollig neue Richtung. Sie identifizieren neben bereits bekannten (PKC) erst- 

mals weitere zytoplasmatische/membranstandige Komponenten von Signaltransduktions- 

wegen (DAG-K- und PI3-K-Aktivitaten sowie DAG-Gehalt) als strahlensensible Elemente. 

Die Befunde nach Bestrahlung tragen zur Etablierung von Untersuchungen zur intrazellu- 

laren Signaltransduktion als experimentelles System in der Strahlenbiologie bei, indem neue 

strahlenbiologische Targets identifiziert wurden. Besonders die dargestellten Befunde zur 

Modulationsmoglichkeit von PI3-Kinase-Aktivitaten, zu denen auch das kiirzlich identifi- 

zierte Ataxia teleangiectasia-Gen gehort, eroffiien neue Wege zur Untersuchung der 

individuellen Strahlenempfmdlichkeit. Sie bilden eine mogliche Basis fiir zuktinftige 

Therapieansatze bei Erkrankungen, die mit einer Fehlsteuerung von Signaltransduktions- 

vorgangen einhergehen. 
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